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In  this work  I  investigate  the action of antimicrobial peptides  (AMPs) with single 
molecule sensitive fluorescence spectroscopy methods. 
AMPs are novel and promising candidates of antibiotics. AMPs kill the pathogen by 
permeabilizing the bacterial membrane. So  it  is very hard  for bacteria to develop drug 







was  investigated  using  single molecule  sensitive  fluorescence  spectroscopy methods, 
such as fluorescence correlation spectroscopy (FCS) and imaging total internal reflection 
fluorescence correlation spectroscopy  (ITIR‐FCS),  together with  laser scanning confocal 
imaging. A  similar mechanism  of MV4s  compared  to V4 was  observed:  inducing  lipid 
aggregation  before  inducing  the  lipid membranes  disruption.  By  comparing  different 









































































































Due  to  drug  resistance  developed  by  bacteria,  treatment  of  bacterial  infections 
using  conventional  antibiotics  is  facing  a  serious  challenge.  Antimicrobial  peptides 
(AMPs)  are  considered  to  be  promising  candidates  for  solving  the  problem  of  drug 
resistance.  By  directly  targeting  the membrane  of  the  bacteria  rather  than  proteins 
crucial  for bacteria  survival,  it  is much harder  for bacteria  to develop drug  resistance 
since a change in the membrane composition would also require corresponding changes 
in  many  membrane  related  proteins.  However,  due  to  their  lack  of  selectivity,  the 
pharmaceutical application of natural encoded AMPs  is  limited. Alternatively, designed 
AMPs  are  able  to  overcome  this  problem.  Nowadays,  different mutations  of  natural 
AMPs can be easily synthesized and tested against different bacterial strains in order to 
find  AMPs  with  better  selectivity.  De  novo  designing  of  AMPs  using  computational 
simulation further enlarge the pool of available peptide candidates. 
In  a previous  study  (Frecer et  al. 2004)  a  series of de novo designed AMPs was 
proposed. These AMPs have a common motif of HBHPHBH (H: hydrophobic; B: basic; P: 





and  spectroscopy were  used  in  this  study  to  investigate  how  peptides  interact with 
different membrane system. More specifically, the aims are: 







 To  study  the  binding  affinity  of modified V4  to  LPS  on  the  outer membrane  of 
Gram‐negative  bacteria,  and  different  phospholipids  liposomes  which  mimic 
different  cytoplasmic  membranes  to  elucidate  the  membrane  activity  and 
specificity of different peptides. 
 To  compare  the  ability  to  induce  membrane  permeabilization  for  different 
peptides. 
 To  extend  previous  in  vitro  work  to  in  vivo  (measurement  on  Gram‐negative 
bacteria)  from which more biological  relevant  results on activity of  the peptides 
will be provided. 




The  study  is  aimed  to  enhance  the  understanding  of  the  specificity  of  the  V 
peptide  family  and  their mode  of  action  on membranes.  It may  also  provide more 
evidence  for  the  hypothetic mechanism  of  interaction  between  V  peptides  and  lipid 
membranes. Moreover, the results could contribute to the rationale of designing novel 
antimicrobial drugs and provide useful information concerning new antimicrobial drugs.  
Information  on  the  mechanism  of  the  interaction  between  AMPs  and  lipid 
membranes  can be provided by  fluorescence  correlation  spectroscopy  (FCS), which  is 
the  main  technique  used  in  this  study.  However  FCS  cannot  distinguish  between 







Gram‐positive  bacteria,  providing  a much more  comprehensive  idea  on  the  effect  of 
AMPs on different bacteria. 
In this thesis fluorescence imaging and spectroscopy are proved to be useful tools 
to  study  the  interactions  between  AMPs  and  membranes  and  related  mechanism. 
Different membrane models are applied in this study, including micelles, small and large 
unilamellar  vesicles  (liposomes). Micelles  and  small  unilamellar  vesicles  are  used  for 
investigating  the binding affinity of peptides  (chapter 2) and  large unilamellar vesicles 
are used to study membrane permeation (chapter 3). Details in the methodology will be 
presented  in  each  related  chapter.  In  chapter  4,  a  recently  developed method  called 
imaging total internal reflection fluorescence correlation spectroscopy (ITIR‐FCS) will be 
characterized  and  applied  to peptide‐lipid  interaction  study. A  final  conclusion of  this 
study will be presented in chapter 5 including an outlook on future work. 
In  chapter  1.1,  previous  studies  on  AMPs  will  first  be  reviewed,  including  the 






caused  by  bacterial  infection  (Breithaupt  1999).  The  discovery  of  antibiotics  has 
drastically increased human life expectancy. But due to indiscriminate use of antibiotics, 
bacteria develop multiple  resistances  to  the  currently available antibiotics  (Breithaupt 






resistance  further exacerbates  the  situation  (Hughes et  al. 1983). On  the other hand, 
only a few classes of antibiotics have been approved for clinical use in the last few years, 





usually positively charged  (due  to arginine,  lysine, or histidine  in acidic condition) and 
amphiphathic  (contains >50% hydrophobic amino acids)  (Reddy et al. 2004; Gordon et 
al.  2005). More  information  on  AMPs  can  be  found  in  the  following  section  (1.1.1) 
including origins, structural features and therapeutic potential of AMPs.  
Normal  antibiotics,  which  are  usually  bacteriostatic  (prevent  bacterial  growth), 
work by inhibiting the synthesis of bacterial cell wall or proteins which are essential for 
cell growth. On the other hand, AMPs being bactericidal kill bacteria directly. However 
due  to  their  lack  of  selectivity  they  are  limited  in  pharmaceutical  use,  even  though 
designed AMPs can possibly overcome this limitation (Frecer et al. 2004) (refer to 1.1.2). 
AMPs  kill  bacteria  (Andreu  et  al.  1998;  Sitaram  et  al.  1999)  by  permeablizing  the 
membrane,  so  it  is unlikely  for bacteria  to develop drug  resistance  since  they have  to 
adapt  themselves  to  the new drug by evolving new membranes  together with  related 
proteins. More  recently,  researchers  also  found  that  AMPs  are  also  involved  in  the 
immunomodulation  acting  as  cytokines  to modulate  the  adaptive  immune  response 











years. Nowadays  AMPs  still  remain  effective  as  defensive weapons.  The  existence  of 
AMPs  throughout  the evolution disconfirm  the  idea  that bacteria are able  to develop 
resistance to any feasible drugs (Zasloff 2002). AMPs have a very broad spectrum against 
different microbes,  including Gram‐negative  bacteria, Gram‐positive  bacteria,  viruses, 
fungi and cancer cells  (Reddy et al. 2004), with various mode of action  (Zasloff 2002). 
AMPs  can  be  found  in  different  organism  and  species,  including  insects,  amphibians, 
mammals  and  plants,  where  they  act  as  the  first  component  to  defend  hosts  from 
pathogen  invasion.  In higher vertebrates, this  is complemented by the response of the 

















and paneth cells, and  the β‐defensins are expressed  in epithelial cells and  leukocytes. 
Both  α‐  and  β‐defensins  have  high  arginine  content.    6  cysteine  residues  form 
intramolecular  disulfide  bridges  resulting  in  a  triple‐stranded  β‐sheet  structure 
connected  by  a  loop with  a  β‐hairpin  hydrophobic  finger.  But  the  length  of  peptide 
segments between cysteines and pairing of the cysteines are different in the two groups. 
Apart  from α‐  and β‐defensins,  another  subgroup of defensins with distinct  structure 
called θ‐defensin has been identified (Tang et al. 1999). By an unknown process, cyclic θ‐





















are divided  into  two groups based on  their sources, namely peptides expressed  inside 
the  body (cecropin from moth haemolymph) (Hultmark et al. 1980) or outside the body 
(melittin  from bee  venoms)  (Habermann  1972). Different  insects  generate  a  series of 
AMPs when  they  suffer  an  injury. Drosophila  (drosophila melanogaster),  for example, 
contains  7  different AMPs  in  its  hemolymph,  namely  drosomycin,  cecropin,  drosocin, 
metchnikowin,  defensin,  diptericin  and  attacin  (Hergannan  et  al.  1997).  15  peptides, 
named ponericins, were  isolated  from  the  venom of a  certain  subfamily of ant  called 
Pachycondyla goeldii  (Orivel et al. 2001), which  show  similarity with peptides  such as 
cecropins, melittins  and  dermaseptins. One  interesting  finding  is  that Drosophila  can 






AMPs  have  also  been  isolated  from  other  sources,  such  as  crustaceans,  plants, 




















sequences  are  considered  to  regulate  the  translation,  secretion  and  trafficking of  the 
peptides  (Zasloff 2002). However, diversity  in the sequences of AMPs  is high such that 
the same peptide sequence is rarely conserved in two different species, even when they 
are  closely  related.   This diversity of AMP  sequences  indicates adaptation of different 
species  to  the  environment.  The  biological  activity  of  individual  peptides  can  be 
dramatically  changed  by  a  single  mutation  in  its  sequence.  Thus  the  species  could 
survive by emergence of beneficial mutations  from different  individuals  (Zasloff 2002). 
Due  to  the  great  diversity  in  AMPs,  we  can  only  categorize  them  based  on  their 
structural  features.  Different  reviews  have  provided  various  classifications  based  on 
different  criteria  (Boman  1995; Blondelle  et  al.  1999;  Epand  et  al.  1999; Reddy et  al. 
2004;  Brogden  2005;  McPhee  et  al.  2005).  In  this  work,  AMPs  will  be  categorized 
according to their secondary structure. 
α‐helical antimicrobial peptides 








al.  1996;  Dathe  et  al.  1997;  Wieprecht  et  al.  1997;  Dathe  et  al.  2002).  In  aqueous 
solution,  many  of  these  peptides  exist  in  a  disordered  structure.  However  upon 
interaction  with  hydrophobic  solvents  or  surfaces  such  as  trifluoroethanol,  sodium 
dodecyl  sulphate  (SDS) micelles  or  phospholipid  vesicles,  they  fold  into  an  α‐helical 
conformation.  α‐helical  peptides  are  often  found  to  be  amphipathic,  and  thus  can 
adsorb  onto  bacterial membrane  surfaces  and  insert  into  the  lipid membranes  as  a 




activity when  only  few  amino  acids were  replaced with  their  D‐isomers  (Chen  et  al. 
1988), even though exceptions to this do exist. By adding some D‐amino acid residues, 
α‐helical  pardaxin  (Oren  et  al.  1999) was  converted  to  β‐structure,  losing  hemolytic 


















β‐hairpin AMPs  form  a hairpin  like  structure  composed of  antiparallel β‐strands 
interconnected by β‐turns (Reddy et al. 2004). Similar to β‐sheet AMPs, the structure of 
β‐hairpin AMPs is also stabilized by 1‐2 disulfide bonds between β‐strands. Tachyplesins 
and  polyphemusins  isolated  from  horseshoe  crabs  show  a  typical  β‐hairpin  structure 
stabilized by two disulfide bonds (Laederach et al. 2002; Powers et al. 2004). They show 
antimicrobial  activity  against  both  Gram‐negative  and  Gram‐positive  bacteria,  and 




















tryptophan‐rich  region  in  the middle  of  the  peptides  interacts with  one  layer  of  the 
membrane,  and  orients  the  two  termini  toward  the  aqueous  environment.  Other 
peptides,  such  as histatin  isolated  from human  saliva  is  rich  in histidine  residues  (18‐
29%)  and  highly  cationic  (De  Smet  et  al.  2005).  Bac‐5  and  Bac‐7  identified  in  bovine 
neutropils are rich  in proline. PR‐39  found  in porcine neutrophils  is rich  in proline and 
arginine (Agerberth et al. 1991). Peptides rich in glycine can be found in amphibians and 
insects  (Otvos  2000;  Orivel  et  al.  2001).  Glycine‐rich  peptides  may  show  structural 
similarity to peptides such as melittin, cecropin or attacin. 
Although  AMPs  show  large  variation  in  their  structures,  they  do  share  some 
common features (Brogden 2005).  
(1) The usual size of AMPs is small, and ranges from 6 to 59 amino acids.  
(2) Most natural AMPs are positively  charged. They are  cationic peptides  rich  in 
arginine and lysine. The net charge usually ranges from +2 to +9 and varies with pH. The 
positive  charge  facilitates  the  selective  binding  of  peptides  to  negatively  charged 
membranes of both Gram‐positive and Gram‐negative bacteria. Anionic peptides rich in 
aspartic and glutamic acids also exist. However, a local cationic part is needed to interact 
with negatively charged  lipids. Subtilosin A  is an anionic peptide,  though  its  lysine‐rich 
part  facilitates  its  binding  to  the  lipid  membrane  (Thennarasu  et  al.  2005).  Anionic 
peptides  complexed with  zinc  or  highly  cationic  peptides  are  often more  active  than 
neutral peptides or  those with a  lower charge. However  there  is no direct correlation 
between  the  number  and  position  of  positive  charged  amino  acids  and  antimicrobial 













indices, which  indicates  the  spatial  separation  between  hydrophilic  and  hydrophobic 
side  chains.  Usually,  increasing  amphipathicity  can  lead  to  an  increasing  hemolytic 
activity  and  decreasing  antimicrobial  activity  (Dathe  et  al.  1999;  Kondejewski  et  al. 
1999).  
(4)  The  hydrophobic  faces  of  the molecule  enable  soluble  peptides  in  aqueous 
solution to partition  into hydrophobic  lipid bilayers. Thus hydrophobicity  is expected to 
strongly  regulate  membrane  activity  of  AMPs.  Hydrophobicity  is  expressed  as  the 
average of the numeric hydrophobicity values of all amino acid residues (Eisenberg et al. 
1984). Increasing hydrophobicity is related to an enhanced hemolytic effect (Dathe et al. 
1999). However,  the  relation between hydrophobicity and antimicrobial activity  is  still 
debated.  
(5)  As  mentioned  above,  AMPs  can  adopt  a  series  of  secondary  structures. 
Peptides  with  α‐helix  and  γ‐core  motif  (defensin‐like  structure)  often  show  higher 
activity  compared  to  those with  less‐defined  structures. For α‐helical peptides, higher 
helicity can facilitate a better spatial distribution of hydrophobic and hydrophilic amino 
acids,  resulting  in  higher  amphipathicity.  However,  in  designing  an  AMP,  helicity  is 
always  closely  related  to  both  amphipathicity  and  hydrophobicity.  The  reduction  of 








Considering  the  possibilities  of  thousands  of  natural  peptides  and  millions  of 
synthetic peptides, relatively few peptides have progressed into clinical trials despite the 






for  discovering  and  developing  novel  classes  of  drugs  to  control  bacterial  infections. 





numbers of natural AMPs have been  identified which  show a broad  spectrum against 
different pathogens. For example, magainins show antimicrobial activity against Gram‐
positive  and Gram‐negative  bacteria,  fungi,  protozoa  and  even  viruses  (Zasloff  1987; 
Zasloff  et  al.  1988;  Schuster  et  al.  1992). Gramicidin  S,  also  show  good  performance 
against Gram‐positive and Gram‐negative bacteria, and certain fungi (Kondejewski et al. 
1996;  Prenner  et  al.  1999).  However  natural  AMPs  are  often  cytotoxic  against 
mammalian  cells,  and  this  limits  their  potential  in  pharmaceutical  applications.  Thus 








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































In  general,  researchers  attempt  to  improve  the  performance  of  certain  AMPs 
based on  their known characteristics by replacing some amino acid  residues, changing 
the  chirality  of  peptides,  designing  hybrid  peptides,  or  adopting  de  novo  design. 
Different linear and cyclic modifications of gramicidin S by replacing phenylalanine with 
different  amino  acid  residues  were  investigated  with  respect  to  their  antibacterial, 
antifungal  and  hemolytic  activity  (Kondejewski  et  al.  1996).  In  general,  higher 
antibacterial activity corresponds  to higher hemolytic effect. Later,  the  same group of 
researchers  further  investigated  the  relation  between  ring  size  of  gramicidin  and  its 
activity  (Kondejewski  et  al.  1996).    The  optimized  12‐residue  gramicidin  S  analog 
improved its antimicrobial activity against Gram‐negative bacteria by 10‐fold and activity 
against  yeast  by  7‐fold.  14‐residue  gramicidin  S  was  also  elaborately  studied 
(Kondejewski  et  al.  1999),  in which  an  optimum  amphipathicity  of modified  GS14  is 
suggested.  Another  recent  study  by  Yamada  (Yamada  et  al.  2006),  shows  that  by 
replacing  amino  acids  residues  using  dehydrolized  amino  acids  gramicidin  S  posses 
improved activity against Gram‐positive bacteria with a much  lower hemolytic activity. 
Hybrid peptides  such  as HP‐MA, HP‐ME  (Helicobacter pylori  ribosomal protein  L1  and 
magainin 2 or melittin) (Kim et al. 2002) and cecropin A (1‐13)‐melittin (1‐13) (Boman et 
al. 1989) show higher or similar antimicrobial activity against Gram‐negative and Gram‐
positive  bacteria  compared  to  its  protein  or  AMP  precursors, whereas  the  hemolytic 







suggest  the  amino  acid  residue  at position  16  drastically  affects  its  antimicrobial  and 
antiviral  activity. De novo design  is  another  important way  to produce new peptides. 
DeGrado et al. reported the first de novo design of antibacterial β‐peptides and  later a 
series of helical β‐peptides (Hamuro et al. 1999; Liu et al. 2001). GS14K4 (Lee et al. 2003) 













1993; Ried et al. 1996).  LPS, one of  the  components  forming  the outer membrane of 
Gram‐negative bacteria (refer to 1.1.3.1 for details), is shed during infection and lysis of 
bacteria  (Tracey  et  al.  1987).  The  released  LPS  will  cause  endotoxemia,  one  of  the 
leading causes of death in the developed world (Parillo 1993). Developing novel classes 
of AMPs neutralizing LPS can help to  lower the risk of suffering endotoxic shock during 






negative bacteria by  cationic peptides  targeting  LPS  (Boman 1995; Gough et al. 1996; 
Hancock 1999) brings the idea of de novo design of AMPs based on this LPS‐/LA‐ binding 
motif.  
Previous  studies  proposed  a  relatively  short  symmetric  amphipathic  peptide 
sequence HBHPHBH and HBHBHBH  (where B  is a  cationic  residue, H  is a hydrophobic 
residue, and P  is a polar residue)  (Frecer et al. 2000; Frecer et al. 2004). The designed 
peptides  adopt  β‐sheet  conformation  (Frecer  et  al.  2004),  and  strongly  bind  to  the 
bisphosphorylated  glucosamine  disaccharide  head  group  of  LA,  primarily  by  ion‐pair 
formation between  anionic phosphates of  LA  and  the  cationic  side  chains. Among  all 
these peptides, V4  (CVKVQVKVGSGVKVQVKVC, cyclized between  two cysteines)  shows 
the  most  outstanding  performances.  Both  molecular  dynamics  (MD)  simulation  and 
experimental data  indicate  its high specificity, high antimicrobial activity,  low cytotoxic 
activity and low hemolytic activity (Frecer et al. 2004; Yu et al. 2005; Yu et al. 2009). 
However  due  to  the  high  percentage  of  valine  presented  in  V4,  it  is  highly 
hydrophobic resulting in aggregation in solution (Yu et al. 2005). Even DMSO, detergent 
and  LPS  cannot  fully  dissolve  V4.  These  aggregates  are  considered  to  be  biologically 
inactive. The fact that only 0.77% of the peptide is dissolved and active greatly limits the 
application of V4. To improve its performance, V4 can be redesigned to contain a higher 
percentage  of  polar  amino  acids  or  hydrophobic  valine  residues  replaced with more 
hydrophilic amino acids.  
In  this  study,  a  series  of modified  V4  (MV4)  peptides  are  designed  (table  1.2, 
information provided by V. Frecer), including truncated V4 (TV4), V4‐norvaline (V4norv), 
V4‐aminobutyric acid (V4abu) and V4‐alanine (V4ala). TV4, as the name implies, is only a 







all  the  valines  are  substituted  by  L‐norvalines,  L‐2‐aminobutyric  acids  and  L‐alanine, 
respectively. Some predicted properties of the new analogs are  listed  in table 1.2.  It  is 
expected that with less hydrophobic amino acids forming the nonpolar face, the extent 





a [è]  Hb  πc  NH
d  AIe  Πo/wf  MICave
g 
[nM] 
V4  4  L‐valine  1.22  0  ‐1.32  8.40  7 




0.64  8  ‐1.32  3.76  9 
V4ala  4  L‐alanine  0.31  8  ‐1.32  1.12  10 
 
a Molecular charges; 
b Amino acid  forming the nonpolar face; 
c H side chain lipophilicity coefficient; 
d Number of replaced H residues; 
e Amphipathicity index (AI) was defined as the sum of experimental amino acid side chain lipophilicity 
parameters π  over the subset containing B/P residues (all residues with odd sequential numbers in V4) and 
forming the polar face of the cyclic peptide as: AI = ΣiPF(π)i  (PF = polar face). The π  is defined by means 
of interphase partitioning coefficients (Po/w) of the side chains measured in the n-octanol/water system 
(Fauchere 1996); 
f lipophilicity index (Πo/w) of the peptides was derived as the sum of lipophilicity parameters πo/w as: Πo/w = 
Σi (π)i  over all residues; 
g averaged antimicrobial potency predicted from the QSAR model: ln(MICave) = 9.49 QM+10.17 AI- 0.05 
Πo/w - 22.16 derived for V peptides (Frecer et al. 2004); experimentally determined for original V4, 




















shown  in Fig 1.1 and 1.2  (Alberts 2002; Varki et al. 2002). A polymer  layer  called  the 
peptidoglycan  layer  is  located  immediately  outside  the  inner  membrane.  Poly‐N‐
acetylglucosamine and N‐acetylmuramic acid residues are cross‐linked to form a mesh‐
like  layer which provides  the structural strength of  the bacterial cell wall. Bacteria are 
categorized into two main types, Gram‐positive and Gram‐negative bacteria, depending 
on  their  thickness  of  the  peptidoglycan  layer.  The  peptidoglycan  layer  is  significantly 
thicker in Gram‐positive bacteria (20 – 80 nm) than in Gram‐negative bacteria (7 – 8 nm). 
Outside  the  peptidoglycan  layer,  there  is  another  outer  membrane  rich  in 
polysaccharides. In Gram‐positive bacteria, polysaccharides (teichoic acids) and its lipid‐
linked analogs (lipoteichoic), embedded in this outer membrane, are negatively charged. 
Likewise,  lipopolysaccharides  (LPS)  present  in  the  Gram‐negative  bacteria  outer 
membrane  are  negatively  charged.  Thus  the  outer  membrane  of  bacteria  is  highly 
negatively charged  for both  types of bacteria.  In addition  to  the outer membrane,  the 
outer  leaflet of  the bacterial  inner membrane  is also highly populated with negatively 
charged  phospholipids.  In  constrast,  the  outer  leaflet  of  mammalian  cells  is  mainly 








the  different  affinity  of AMPs  to  pathogens  or  host  cells.  Research  also  showed  that 




Fig 1.1 Schematic representation of the Gram-negative bacteria cell wall showing several 
layers of polysaccharides and glycoconjugates, with reference from Essentials of 
glycobiology (Varki et al. 2002). Red lipid indicates phosphatidyl-ethanolamine. Yellow 




Fig 1.2 Schematic representation of cell wall from Gram-positive bacteria, with reference 
from Essentials of glycobiology (Varki et al. 2002). Gram-positive bacteria have a thicker 
layer of peptidoglycan which contains teichoic acids. 
 




























LPS,  also  known  as  endotoxin,  is  an  important  cause  of  disease.  Bacteria  can 
release  toxins  into  host  organisms. Different  form  “exotoxins” which  are  excreted  by 







Fig 1.3 Structure of lipid A. 
 
Many of the immune activating abilities of LPS are attributed to the conserved lipid 
A  unit.  The  hydrophobic  lipid  A  anchors  LPS  to  form  the  outer  leaflet  of  the  outer 
membrane  for Gram‐negative bacteria. The glycan structure of Lipid A consists of  two 
β1–6 linked glucosamine residues with attached acyl chains (10 – 16 carbons in length), 
and usually  contains one phosphate  group on  each  carbohydrate.  Lipid A with  6  acyl 











oct‐2‐ulosonic  acid,  heptoses,  hexoses,  and  hexosamines)  and  phosphate  groups 
forming the core region (Fig 1.3) (Erridge et al. 2002). In E. coli lipid A, the Kdo (3‐deoxy‐
D‐manno‐oct‐2‐ulosonic acid) domain, together with the phosphate group on glycan  in 





antigen. The  length and  the  sugar  composition vary between different Gram‐negative 
bacterial strains. Generally,  it contains up to 50 subunits which are composed of 1 – 8 




barrier  that  protects  bacteria  against  hydrophobic  antibiotics,  bile  acids,  and  other 
materials.  Antibodies  of  the  host  recognize  pathogens  depending  on  the O‐antigens. 
However, Gram‐negative bacteria can easily modify the sugar chain to avoid detection. 










are also pro‐inflammatory cytokines,  for example  Interleukin  (IL)‐1 and  tumor necrosis 
factor  (TNF)  (Dinarello 2000). Both of  them cause dire physiological  reactions, such as 
fever, inflammation, tissue destruction, and, in some cases, shock and even death.  
AMPs are an effective way to kill bacteria. LPS serves as the first target for AMPs to 
kill Gram‐negative  bacteria.  Researchers  showed  that  AMPs  interact with  LPS  on  the 
outer membrane of Gram‐negative bacteria, and are subsequently  taken up by a “self 
promoted uptake pathway” (Piers et al. 1994; Falla et al. 1996; Hancock 1997). Cationic 
AMPs show higher affinity  (at  least 3 orders of magnitude)  to LPS compared  to native 
divalent cations such as Ca2+ or Mg2+. Thus by adding AMP to the Gram‐negative bacteria, 
the peptide will  competitively displace  the  cations. The bulky peptides destabilize  the 
outer membrane  and  facilitate  entry  of  additional molecules  from  the  exterior.  Thus 
more peptide molecules gain access to the periplasmic space to integrate into the inner 
membrane. 
The  inner  membranes  have  a  major  role  in  maintaining  cytoplasmic  integrity, 
transporting  substances  into and out of  the  cytoplasm, excluding harmful  substances, 
generating  cellular  energy  and maintaining  the  transmembrane  pH  gradient.  Hence, 
formation  of  channels  on  the  inner  membranes  kills  the  bacteria  (Hancock  1997). 
Typically  the  positively  charged  residues  of  the  peptides  will  first  interact  with  the 
negatively charged lipid headgroup. After the peptides fold into a certain structure, they 







Details  on  different  pore‐forming  mechanisms  are  described  in  the  next  part.  The 
channels destroy membrane integrity, and the bacterial cell dies. Usually bacteria show 
large  transmembrane potentials, high content of negatively charged  lipids, and  lack of 
cationic  lipids  and  cholesterol, which  facilitates  the  channel  formation. On  the  other 
hand,  eukaryotic  cells  have  low membrane  potentials,  high  levels  of  cholesterol,  and 
modest  anionic  lipid  contents,  hence  are  less  likely  to  be  disrupted  by  the  AMPs. 
Membrane curvature induced by the relative size of head groups and alkyl chains of lipid 
molecules will  also  affects  the peptide‐lipid  interaction  (Epand  1998; Matsuzaki  et  al. 
1998;  Huttner  et  al.  2002).  The  fluidity  of  the membrane  (Matsuzaki  et  al.  1991)  is 
another  parameter  regulating  the  peptide‐lipid  interaction.  Lipids  with  lower  gel  to 
liquid‐crystalline  transition  temperatures  show  higher  fluidity.  In  the  liquid‐crystalline 
phase, hydrocarbon chains of the  lipid molecules are fluid and randomly oriented thus 
facilitating peptide‐lipid interaction. However, in gel phase the rigid hydrocarbon chains 
of  lipid molecules are  fully extended and closely packed hence hindering  the peptide‐
lipid interaction.  
Apart  from the  lysis activity of AMPs, LPS‐neutralizing peptides are also  found to 
inhibit LPS‐mediated cytokine release (Tan et al. 2000; Tan et al. 2000; Rosenfeld et al. 
2006). A strong binding of a peptide to LPS aggregates competes with the binding of LPS 




Although  actual  biological  membranes  are  ideal  objects  to  study  peptide‐lipid 







protein molecules.  Thus  the  interaction  of  peptide molecules with  their  actual  target 
lipid molecules will be strongly influenced by other molecules. Hence model membranes 
are  introduced  to  simplify  the  task.  Common model membranes  include monolayers, 
liposomes and supported  lipid bilayers (Fig 1.4). Lipid monolayers can be easily formed 
at  the  air/water  interface.  Since  the  introduction  of  experimental  and  theoretical 




usually made  of  phospholipids.  They  can  be made  in  different  size:  small  unilamellar 
vesicles  (SUVs),  large unilamellar vesicles  (LUVs) and giant unilamellar vesicles  (GUVs). 
SUVs are usually  smaller  than 50 nm. They are often used  to  study binding activity of 
peptides to lipids. SUVs are also used in some spectral measurements, like fluorescence 
spectroscopy and circular dichroism spectroscopy  (Matsuzaki et al. 1999), because  the 
SUV  solution  is  transparent.  LUVs  range  from  50  nm  to  200  nm.  LUVs  are  used  for 
studying peptide‐induced  leakage or disruption  (Matsuzaki et al. 1999; Yu et al. 2005). 
GUVs  can have  a diameter up  to 50 μm or more  and  thus  can be  imaged using  light 
microscopy.  GUVs  can  provide  a  direct  visualization  on  how  peptides  affect  lipid 












Fig 1.4 Schematic drawing of different model membranes, namely (A) monolayer, (B) 





This  process  is  driven  by  the  electrostatic  interaction  between  AMPs  and  the  acidic 
(negatively  charged)  lipids  in  membranes  (Matsuzaki  et  al.  1997;  Brogden  2005).  
However  in  actual  bacteria,  the  situation  is  complicated  by  the  presence  of  other 
molecules  like sugars and proteins. For cationic peptides, they are first targeted to the 
lipopolysacchride (LPS) on the outer membrane of Gram‐negative bacteria and teichoic 
acids on  the  surface of Gram‐positive bacteria  (Scott et al. 1999; Li et al. 2006). Once 
attached onto the bacterial cell wall, AMPs must traverse the polysaccharide outer layer 
to  interact with the  inner membrane. This process  is crucial, but  is rarely addressed  in 
mechanistic studies. In this section, different models explaining how AMPs lyse the inner 
membrane are reviewed. 
At  a  low  peptide/lipid  ratio,  peptides  are  only  bound  superficially  to  the  lipid 
bilayer.   As the peptide/lipid ratio  increases, peptides will reorient themselves to  insert 
into the  lipid bilayer. Transmembrane pores  formed by peptides permeabilize the  lipid 














The  barrel‐stave  model  was  first  proposed  to  explain  the  single‐channel 
conductance  induced  by  alamethicin  on  lipid membranes  (Baumann  et  al.  1974).  In 
short, peptide molecules  associate with each other  and  form  a bundle with  a  central 





Fig 1.5 The barrel-stave model of antimicrobial-peptide-induced killing, with reference 




In  the  carpet  model,  peptides  are  electrostatically  attracted  to  the  anionic 
phospholipid headgroups and  lie parallel to the surface of the membrane (Pouny et al. 











Fig 1.6 The carpet model of antimicrobial-induced killing, with reference from the review 
by Brogden (Brogden 2005). 
 
Toroidal model  
The  toroidal model was  first proposed  to explain  the pores  induced by magainin 
(Ludtke et al. 1996; Matsuzaki et al. 1996). Here AMPs  insert  into the membrane, and 
interact with  lipid  headgroups,  thus  inducing  the  lipid monolayers  to  bend  from  one 
leaflet to the other continuously, such that a water core  is  lined by both peptides and 


























Fig 1.7 The toroidal model of AMP-induced killing, with reference from the review by 
Brogden (Brogden 2005) 
 
In  this  study,  the  field  of  interest  lay  mainly  in  transmembrane  pore‐forming 
mechanisms, thus no  intracellular mechanisms will be discussed. Although many AMPs 
have been  categorized  into  transmembrane pore‐forming mechanisms, none of  these 








In order  to  investigate  the mechanism of AMPs, many different  techniques have 
been used in recent studies. However, each method can only provide inspection of AMP 
activity  from a  single point of view, and one  single  technique  is unable  to adequately 
determine  the action of  the peptides.  In  the  following part, examples of  these studies 
using different techniques will be presented. 
Circular dichroism  
Usually, AMPs  fold  into  a  defined  secondary  structure  (α‐helical, β‐strand,  etc.) 
when  they  incorporate  into  the  cell membrane  to  form  hydrophobic  and  hydrophilic 
faces.  In  order  to monitor  the  secondary  structure  changes,  Circular  Dichroism  (CD) 
spectroscopy is widely used (Bodanszky 1988). MSI‐78 shows an unordered structure in 
aqueous  solution,  however  it  folds  into  an  α‐helix when  binding  to  lipid membranes 
(Mecke et al. 2005). Gramicidin S and its analogue adopt different secondary structure in 
MeOH,  such  as  β‐turn  or  β‐sheet  (Yamada  et  al.  2006). Different  Sushi  peptides will 
adopt different secondary structures, such as α‐helix and β‐sheet, which may give rise to 
their different mode of action (Li et al. 2006). The unordered structure of penetratin and 
its  double  strand  analogue  in  aqueous  solution will  change  to  α‐helix  in  presence  of 
Trifluoroethanol (TFE), Sodium dodecyl sulfate (SDS) or diphosphatidylcholine (DPC) (Zhu 
et  al.  2009).  Examples  above  show  that  the  local  environment  of  the  bacterial  outer 
membrane  is  crucial  for  peptide  attachment  to  and  insertion  into  the membrane.  In 
spite of the contribution of CD spectroscopy to better understand the structure of AMPs, 









In  order  to  monitor  the  real‐time  interaction  between  peptides  and  lipids, 
Langmuir‐Blodgett  (LB)  and  surface  plasmon  resonance  (SPR) were  used.  In  the work 
done  by  Lourenzoni  et  al.  (Lourenzoni  et  al.  2007),  LB  was  used  to  investigate  the 
interaction between AMPs and lipid monolayers. LB is an excellent method to distinguish 
insertion  of  peptide  into  lipid  monolayers  from  absorption  of  peptide  onto  lipid 
monolayers.  Insertion and adsorption give rise  to different surface pressure which can 
be  detected  using  LB.  However  considering  the  differences  in  the  property  of  lipid 




for  the  interaction between peptides and different  lipid model systems  (hybrid bilayer 
membranes  and  tethered  lipid  bilayers),  it  is  possible  to  discriminate  insertion  from 
adsorption (Saenko et al. 2001; Rossi et al. 2003; Besenicar et al. 2006). A modification 















In  order  to  demonstrate  the  damaging  effect  of  AMPs  on  the  ultrastructure  of 
microbial  cells,  atomic  force  microscopy  (AFM)  and  scanning/transmission  electron 
microscopy  (SEM/TEM) are commonly used. AFM was used  to monitor  the changes  in 
morphological  and mechanical  properties  induced  by  AMPs.  Shaw  et  al.  (Shaw  et  al. 
2006)  investigated  the  interaction  between  indolicidin on  supported  plannar bilayers. 
Rossetto  et  al.  and  Li  et  al.  (Li  et  al.  2007;  Rossetto  et  al.  2007)  applied  AFM  to  P. 
aeruginosa and E. coli. SEM/TEM which also has a high resolution  is commonly used to 
monitor  the  integrity of  the  cell membrane. Pan  et  al  (Pan  et  al.  2007) used  TEM  to 
investigate  how  a  designed  peptide  called  SALF  (55‐76)  disrupted  Gram‐negative 
bacteria  (P.  aeruginosa),  whereas  Maher  and  McClean  (Maher  et  al.  2006)  further 
extended  the work  to  investigate how  four kinds of AMPs  interact with Gram‐positive 
bacteria  and  human  cells.  Beside  its  application  to  the  investigation  of  peptide‐lipid 
interactions,  TEM  can  also be used  to  examine  if AMPs have  any  intracellular  target. 
Apart from AFM works which are recently used for  live cells measurement (Madl et al. 
2006;  Kang  et  al.  2009),  above  mentioned  experiments  were  done  on  dead  cells. 
Discrepancy between  live  and dead  cells may  lead  to debatable  results.  For example, 
one major problem of  these  techniques  is  that  for many cases, cellular damage needs 
longer time compared to the antimicrobial killing, which may indicate the ultrastructural 
damage  is  an  artifact.  Take DEFB118,  SMAP29  and  CAP18  for  example  (Lehrer  et  al. 
1989;  Kalfa  et  al.  2001;  Yenugu  et  al.  2004),  DEFB118  kills  the  E.  coli  in  15 minutes 
however  the  cellular  damage  happens  only  after  30 minutes.  Similarly,  SMAP29  and 









Other methods can also be applied  to  investigate  the  interaction between AMPs 
and lipids, such as nuclear magnetic resonance (NMR), differential scanning calorimetry 
(DSC), neutron diffraction and X‐ray diffraction. NMR  is considered  to be a method  in 
elucidating the secondary and tertiary structure, orientation, and penetration of AMPs 
into lipid bilayers. Tang et al. (Tang et al. 2007) found a toroidal pore structure for their 
peptide PG‐1 using  solid‐state NMR. One  limitation of NMR  is  its need  in  stacking of 
substrates to obtain adequate sample concentration which could possibly be overcome 
by  Fourier  transform  infrared  (FTIR)  spectroscopy  (Alaouie  et  al.  2007). DSC was  also 
used  to monitor  the  lipid phase  change  in work done by Alaouie et al.  (Alaouie et al. 
2007).  Neutron  diffraction  is  another  technique  to  get  more  insight  into  the  pore‐
forming peptide. Alamethicin  and magainin  are  similar  in pore  formation mechanism, 
however by applying neutron diffraction researchers find that the inner and outer pore 
diameters formed by two peptides are different (Yang et al. 1999).  It will be helpful to 
discriminate  between  the  “barrel‐stave”  model  and  toroidal  model.  A  membrane 
thinning  is  observed  using  X‐ray  diffraction  (Lee  et  al.  2004).  However  all  these 
techniques listed above can only be applied to in vitro studies. 
Thus  there  is a need  to  find a method which can be applied both  in vitro and  in 
vivo.  In  this  study,  fluorescence  imaging  and  spectroscopy  is  proposed  to  fulfill  this 
requirement.  Fluorescence  techniques  are non‐invasive,  real‐time methods which  can 
be  applied  to monitor  very  fast  dynamics  (down  to  the  order  of  μs)  in  a  very  small 
















al.  1972),  to  monitor  the  interaction  between  DNA  and  ethidium  bromide.  Soon 





et  al.  1993).  The  introduction  of  a  confocal  pinhole  provides  a  well‐defined 












excitation at  the  focus. Due  to  its  reduced photodamage,  light  scattering and  relative 
low  autofluorescence,  two‐photon  excitation  (TPE)  is  considered  an  advantageous 
method in studying thick tissues (Berland et al. 1995; Schwille et al. 1999). To overcome 









different  excitation  spectra  simultaneously  (Heinze  et  al.  2000;  Heinze  et  al.  2002; 
Heinze et al. 2004). Spatial FCCS such as two‐foci FCS is frequently used to determine the 
directional movement  in microfluidic devices  (Dittrich et al. 2002) or  lipid membranes 
(Dertinger et al. 2007). Image correlation spectroscopy (ICS) and image cross‐correlation 












2007)  by  avoiding  photobleaching.  The  method  was  also  extended  to  study  flow 
directions and profiles (Skinner et al. 2005; Pan et al. 2007). Other excitation methods, 
such  as  pulsed  interleaved  excitation  (PIE)  (Ruttinger  et  al.  2006)  and  stimulated 
emission  depletion  (STED)  (Kastrup  et  al.  2005), were  introduced  to  FCS  recently.  In 




Conventional  fluorescence  spectroscopy  is  focused  on  the  emission  intensity 
generated  by  the  fluorophore.  Different  from  that,  FCS  analyses  the  spontaneous 
intensity fluctuation caused by minute deviations from thermal equilibrium. All physical 
processes  that  cause  fluctuations  in  fluorescence  are  detectable  in  FCS,  such  as 
translational  diffusion,  chemical  interaction,  rotational  diffusion,  flow,  and molecular 
aggregation among others (Schwille et al. 2001).  
In  principle,  autocorrelation  quantifies  self‐similarity  of  a  fluorescence  signal, 
which decays with time τ. The rate and shape of the decay reveals the mechanism and 
rate for the underlying processes (Thompson 1991). Fig 1.8 depicts how autocorrelation 
works.  In  this  case,  simply  consider  one  fluorescence  signal  peak  originating  from  a 
single fluctuation caused by any process, for example fluorophores moving in and out of 









the  two  signals  becomes weaker  causing  the  correlation  and  thus  the  amplitude  of 
autocorrelation function to decrease. Considering all fluctuation for a random signal,  in 
most of cases, the signal peaks do not overlap with others by shifting in time. Hence, the 
autocorrelation  for  a  random  process  eventually  decays  to  zero  at  large  τ.  From  the 
autocorrelation function, one can know how long a signal persists, and the characteristic 
time of  the process causing  this  fluctuation,  such as τD  indicating how  long molecules 
stay  in  the  focal volume. Fig 1.8E demonstrates an autocorrelation  function calculated 
from a large number of molecules.  
 
Fig 1.8 Principle of FCS. (A – C) show how fluorescence signals are autocorrelated with 
time τ. (D) shows a typical ACF curve.  
 
 









( ) ( ) ( )F t F t F tδ = −                                                                                                              (1.1) 
The  angular  bracket  indicates  a  time  average.  The  autocorrelation  function  G(τ)  for 
fluorescence fluctuation δF(t) in the measured fluorescence F(t) is defined as (Magde et 
al. 1974; Haustein et al. 2007) 
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( ) ( )F t F t τ= +                                                                                                                     (1.3) 
Due  to  the  fact  that  FCS  is  based  on  the  measurement  of  fluctuations  in 
fluorescence  intensity within  the  focal  volume, high  concentrations  lower  the  relative 
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Q  is the  fluorescence yield of a  fluorophore which  is composed of three parts, namely 
absorption coefficient, quantum yield of the fluorophore, and detection efficiency of the 
setup.   is a spatial coordinate. r
r ( )I rr  is the spatial intensity profile of focused excitation 
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If the sample volume  is significantly  larger compared to the observation volume, 
 equals  to  1.  Equation  1.6  can  be  simplified  as  follow.  Assuming  a  Gaussian 
illumination  profile with  a  pinhole  as  a  spatial  filter  to  remove  out‐of‐focus  light,  an 
approximation of equation 1.6 can be done as (Thompson 1991): 
( )S rr
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in which P  is  the power of  the  laser, ω0  and  z0  is  the beam waist  in  lateral  and  axial 
direction where  the  intensity  of  light  decays  to  1/e2  of  intensity maximum  I0  in  the 
center.  For  a  non‐interacting molecule  following  Brownian motion,  the  probability  to 
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η  is  the  viscosity  of  the  solution.  r  is  the  hydrodynamic  radius  of  the molecule.  k  is 















Fig 1.9 Illustration on how (A) diffusion time (τD) and (B) particle number (N) influence 
the shape of ACF curves.  
 
N  is  the  average  particle  number  in  the  confocal  volume.  In  order  to  obtain 
absolute concentrations  in the  focal volume, a  factor γ  is needed  for the correction of 






























































τ  = 1 x 10D
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τ  = 3 x 10D
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τ  = 1 x 10D
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= + G                                                                                                                          (1.15) 
Equation 1.15 shows that the amplitude of the autocorrelation function is related to the 
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Ftrip  is the fraction of population  in the triplet state. τtrip  is the relaxation time of triplet 
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A  laser  beam  is  first  resized  by  a  beam  expander  and  reflected  by  a  long  pass 
dichroic mirror  (DM)  into a high numerical aperture  (NA) objective which  focuses  the 
























as a spatial  filter  to  remove out‐of‐focus  light. After spectrally  filtering by an emission 
filter, the light signal is converted to an electric signal by an avalanche photodiode (APD) 
detector,  and  then  autocorrelated  by  a  hardware  correlator.  The  obtained 
autocorrelation  function  is then  fitted to different models using  IgorPro  (Wavemetrics, 
Lake  Oswego,  OR,  USA)  as  described  previously  (Meseth  et  al.  1999).  Details  of  the 
actual experimental setup will be given in later chapters. 
 
1.2.3 Combining  Fluorescence  Correlation  Spectroscopy  with  a  Laser 
Scanning Microscope 
A conventional confocal microscope combined with FCS was only used  for point 
measurements.  The  intensity  trace  provides  no  spatial  information  about  the 
measurement point. However  for most biological  samples, measurements need  to be 
taken  at  different  locations  with  exact  positioning  in  consideration  of  intracellular 
heterogeneity.  In order to place the  focal volume at proper position, a combination of 
confocal  laser  scanning microscopes  (CLSMs) with FCS was  introduced, which  is called 
fluorescence  correlation  microscopy  (FCM)  (Terry  et  al.  1995;  Brock  et  al.  1998). 
Nowadays, commercially available CLSMs combined with FCS provide the best solution. 
CLSM  is able to provide high resolution fluorescence  images,   3D reconstruction of the 
sample structure and real‐time FCS position readout (Kaushalya et al. 2005).  
In this study, a simple modification of a commercially available Olympus® FV‐300 







and  FCS  use  different  pinholes,  and  thus  give  rise  to  the mismatch  of  expected  and 
actual measuring position. However in our modified FV‐300 system the detector used to 
obtain  a  confocal  image  shares  the  same  pinhole  as  the  detector  used  for  FCS 
measurement, so  it provides perfect positioning. Similar  to conventional FCS, different 
variations such as TPE, PIE, FCCS can be easily  implemented on  this system. Details of 








Chapter 2 Investigation  of  the  binding  affinity  of 
modified antimicrobial peptide to membrane mimics 
2.1 Introduction 
The  putative  target  molecule  in  the  outer  membrane  of  bacteria  for  de  novo 
designed V peptide  family  is  LPS  (Frecer et al. 2004). Four  lysine  residues make  them 
highly  positively  charged,  thus  showing  strong  affinity  to  lipid  A  or  other  negatively 












cause  higher  fraction  of  bound  peptides.  Free  diffusing  peptide  and  vesicle  bound 
peptide would show completely different diffusion time (τD). By analyzing the fraction of 











Fig 2.1 A schematic illustration on how affinity measurement works. Fluorescent labeled 
peptides will show different diffusion time before and after binding to lipid vesicles. 
 
The purpose of this part is to (1) obtain information about the solubility of MV4s, 
and  (2)  compare  the  affinity  of  MV4s  to  different  lipid  components  mimicking 






1‐palmitoyl‐2oleoyl‐sn‐glycero‐3‐phosphocholine  (POPC)  and  1‐palmitoyl‐2oleoyl‐
sn‐glycero‐3‐phospho‐(1'‐sn‐glycerol)  (sodium  salt)  (POPG)  were  supplied  by  Avanti 
Polar  Lipids  (Alabaster,  AL,  USA).  Tetramethylrhodamine‐5‐maleimide  (TMR)  was 
purchased  from  Invitrogen  (Singapore). Lipopolysaccharide  from Escherichia coli  strain 
0111:B4 (LPS) was purchased from Sigma‐Aldrich (Singapore). 
2.2.2 Peptides 
TV4‐TMR  (TMR‐GSGVKVQVKV),  V4norv‐TMR  (TMR‐CAKAQAKAGSGAKAQAKAC, 









where  A  represents  L‐2‐aminobutyric  acid) were  synthesized  by Genemed  (Genemed 
Synthesis,  Inc.,  South  San  Francisco,  CA,  USA).  V4ala‐TMR  (TMR‐
CAKAQAKAGSGAKAQAKAC) was synthesized by PANATecs  (PANATecs GmbH, Tübingen, 
Germany). The purity of the synthesized peptides ranges from 98% to 99%. Underlined 
cysteines  are  the positions where  the peptides  are  cyclized with disulfide bond.    The 
stock  solution  of MV4‐TMR peptide was prepared  as  a  2 mM  solution  in DMSO,  and 
stored at –20 °C in small aliquots until further use. 
2.2.3 Small unilamellar vesicles (SUVs) preparation 
All  lipids  were  prepared  as  stock  solutions  in  chloroform.  The  solvent  was 
evaporated under vacuum  for at  least 1h. PBS buffer  (pH 7.4) was added to rehydrate 
the  lipids  to  obtain  an  aqueous  suspension  of  500  μM.  The  lipid  suspension  was 
subjected to 5 freeze/thaw cycles by alternately placing the sample in dry ice and room 






















TV4 measurement was done on  a  home‐built  system based  around  an Axiovert 
200  inverted  microscope  (Carl  Zeiss  South  East  Asia,  Singapore).  The  samples  were 
excited  at  515  nm  using  an  Argon‐Krypton  laser  beam  (Melles  Griot  SP,  Pte  Ltd, 
Singapore)  at 100 μW before entering  the microscope.  The  laser was  focused on  the 




an avalanche photo diode detector  (APD)  (PerkinElmer Canada  Inc., Canada) and  then 
the  signals were  sent  to a digital  correlator  (Model: Flex02‐12D, www.correlator.com, 
Bridgewater, NJ, USA) for analysis. 
All  other  measurements  were  obtained  on  an  FCS  system  built  around  a 
FluoViewTM  FV300  Olympus  laser  scanning  confocal  microscope  coupled  with  an 
additional  FCS module  (Pan  et  al.  2007). An  excitation  beam  of  543  nm  helium‐neon 
laser  (100  μW  before  objective,  Melles  Griot)  was  reflected  by  a  dichroic  mirror 









by a  lens  (Achromats  f=60 mm,  Linos, Goettingen, Germany), and  separated  from  the 
excitation light by an emission filter (595AF60, Omega, VT, USA). It was then collected on 
an  active  area  of  an  avalanche  photodiode  (APD)  (PerkinElmer).  The  transistor‐to‐
transistor  logic  (TTL) output  signal  from  the APD was processed online by a hardware 
correlator (Flex02‐01D) to get an experimental ACF curve. All curve fitting  is performed 

































However  for MV4‐TMR,  the  situation was different,  shown  in Fig 2.2 and 2.3.  In 




2.94  ±  0.22)  and  the  diffusion  time  (τD  =  81.8  ±  1.9 μs)  were  significantly  larger 
compared to the results of V4‐TMR. For those peptides showing a longer diffusion time 
compared  to  TMR, we  could  obtain  a  ratio  between  diffusion  time  of MV4‐TMR  and 
TMR  (r  =  τD(MV4‐TMR)/τD(TMR)). Between  experimental  results  (rexp)  and  theoretical  value 
(rtheo)  calculated  from  the  Stokes‐Einstein  equation,  a  good  agreement  can  be  found 
















Fig 2.3 Normalized ACF curves for V4norv-TMR, V4abu-TMR, V4ala-TMR and TMR 
in comparison. 
 
The  higher  average  number  of  particle  also  indicates  that  more  MV4‐TMR 
molecules  are  detected,  thus  showing  better  solubility  of  MV4‐TMR  peptides.  The 
particle number of  100 nM  fully dissolved peptide  should be  similar  to  100 nM  TMR 
solution. However 100 nM TMR would generate very bright  fluorescence which  is  too 











































Samples  1st Diffusion time (τD)   2nd Diffusion time (τD)   Particle number (N) 
Zeiss system 
TMR  52.2 ± 2.5 μs    0.396 ± 0.005 
V4‐TMR*  52.5 ± 1.8 μs  684 ± 440 μs  0.098 ± 0.004 
TV4‐TMR  81.8 ± 1.9 μs    2.94 ± 0.22 
Olympus system 
TMR  48.2 ± 1.4 μs    0.396 ± 0.007 
V4norv‐TMR  56.2 ± 4.5 μs  3.31 ± 3.64 ms  2.04 ± 0.26 
V4abu‐TMR  78.8 ± 4.5 μs    2.35 ± 0.34 





Fig 2.4 ACF (top) obtained for 100 nM V4norv-TMR. And its corresponding intensity 












































brighter  compared  to  V4‐TMR,  and  thus were more  easily  detected.  In  addition,  the 
average particle number was  significantly  larger  compared  to V4‐TMR.  Thus  although 
V4norv showed a higher solubility compared with V4, it was still severely aggregated. 
Another  interesting  finding was  that during measurements,  the  average particle 
number and diffusion time decreased along with measuring time for V4ala, V4abu and 
V4norv.  Take  V4ala‐TMR  for  example  (Fig  2.6),  in  the  first  measurement  (t=0)  the 
average  particle  number was  4.51.  After  2 minutes  (t  =  2 min),  the  particle  number 
decreased to 3.27. After 4 minutes  (t = 4 min), the particle number became 2.75. One 
possible  explanation  is  that  peptide  was  undergoing  aggregation.  When  peptides 
aggregate,  labeling  fluorophore  partially  quench  themselves,  thus  fewer  particles  are 




TMR  impurities would  contribute more  to  the ACF  curves  inducing a  shorter diffusion 
time. Preliminary results showing  fluorescence signal  increase on cover slide similar to 











Fig 2.5 Confocal image of V4norv-TMR solution (100 nM). Peptide aggregation is seen 
as bright spot in the image. 
 
 
Fig 2.6 ACF obtained for V4ala-TMR (100 nM) at different measurement time. Peptide 




In  this  section,  the  primary  target  of  V  peptides  –  LPS  – was  investigated.  The 
binding affinity to LPS was tested by  increasing the concentration of LPS while keeping 
ACF Curves
V4ala-TMR 100 nM (t=0)
V4ala-TMR 100 nM (t=2 min)
























fluorescence  yield would  contribute  differently  to  the  ACF  curves.  However  in  these 
experiments,  MV4‐TMR  showed  almost  similar  fluorescence  yield  before  and  after 
binding  to  LPS  micelles  (Qbound/Qfree  =  0.91  to  1.16).  Thus  in  this  study,  the  fitting 
function was  simplified  and  no  correction  (α  factor  in  equation  1.17) was  needed  to 
obtain absolute F and N.  
Firstly, with higher concentration of LPS, τD shifted towards  longer time scale (Fig 
2.7)  and  F  increased  (Fig  2.8),  indicating more  peptides were  bound  to  LPS micelles. 
Despite the sequence of different MV4‐TMR, all of them could reach a saturation point 
around  80% when  LPS  reached  concentrations  above  10  μM  (50  μM  for  TV4‐TMR). 
Considering that V4‐TMR reached its saturation at 2 μM LPS, we conclude that all MV4s 








Fig 2.7 The ACF curves obtained for 100 nM (A) TV4-TMR, (B) V4norv-TMR, (C) 
V4abu-TMR, and (D) V4ala-TMR at various LPS concentration. Higher concentration of 
LPS would make more peptide bind to LPS micelle thus giving longer diffusion time. 
 
 
Fig 2.8 The mole fraction of bound peptide (F) in the solution increased with increasing 
concentrations of LPS and reached saturation around 80%. The affinity of TV4 to LPS 
















TV4-TMR  + LPS 1 μM
TV4-TMR  + LPS 5 μM
TV4-TMR  + LPS 10 μM
TV4-TMR  + LPS 20 μM
TV4-TMR  + LPS 50 μM












V4norv-TMR + LPS 0.1 μM
V4norv-TMR + LPS 1 μM
V4norv-TMR + LPS 2 μM
V4norv-TMR + LPS 10 μM
V4norv-TMR + LPS 50 μM
B
TV4abu-TMR  100nM
TV4abu-TMR  + LPS 0.2 μM
TV4abu-TMR  + LPS 0.5 μM
TV4abu-TMR  + LPS 2 μM
TV4abu-TMR  + LPS 5 μM
TV4abu-TMR  + LPS 50 μM












TV4ala-TMR  + LPS 0.1 μM
TV4ala-TMR  + LPS 1 μM
TV4ala-TMR  + LPS 2 μM
TV4ala-TMR  + LPS 10 μM
TV4ala-TMR  + LPS 50 μM
D





























Fig 2.9 (Top) Particle number (N) and, (Bottom) Photon count rates in the confocal 
volume increased with increasing LPS concentrations. LPS dissolved the peptides 
aggregates. 
 
With  higher  concentrations  of  LPS,  the  amplitude  of  the  ACF  decreased 
continuously,  indicating  an  increasing  number  of  fluorescent  particles  in  the  confocal 
volume. At the same time the overall photon count rates increased synchronously with 
the apparent number of particle (Fig 2.9). The interaction of MV4‐TMR peptides with LPS 
disaggregated  the  peptides  in which  TMR  is  strongly  quenched.  In  other words,  the 
peptides were  solubilized  by  LPS.  The  disaggregation  thus  led  to  an  increase  in  the 

















































TMR  1 nM  0.311  –  – 
TV4  100 nM  19.4  62.4 nM  62.4% 
V4norv  100 nM  5.35  17.2 nM  17.2% 
V4abu  100 nM  8.00  25.7 nM  25.7% 


























Fig 2.10 Normalized ACF curves obtained for 100 nM V4norv-TMR, V4abu-TMR and 
V4ala-TMR interacting with POPG SUVs (200 μM). 1 nM TMR is used as a comparison. 








V4norv‐TMR 100 nM  –  1.86 ± 0.11  182 ± 4 
+200 mM POPG  0.504 ± 0.015  3.74 ± 0.11  296 ± 9 
V4abu‐TMR 100 nM  –  2.07 ± 0.20  121 ± 11 
+200 mM POPG  0.353 ± 0.096  5.03 ± 1.23  334 ± 69 
V4ala‐TMR 100 nM  –  2.35 ± 0.35  115 ± 17 















2.0 TMR 1 nM




V4abu-TMR + POPG 200 μM







Fig 2.11 Normalized ACF curves obtained for 100 nM TV4-TMR before and after mixed 
with POPG SUVs (200 μM). TV4 showed almost no affinity to POPG SUVs 
 
To compare with the results obtained for V4, the F values for different peptides at 
a  lipid  concentration of 50 μM were  listed  (Fig 2.12). Clearly, all of MV4s except TV4 
showed  strong  affinity  to  POPG  SUVs  however much weaker  compared  to V4  (about 
70%). 
 
Fig 2.12 F indicates the binding affinity of different MV4-TMR (100 nM) to POPG SUVs 





2004).  Since  electrostatic  interaction  between  peptides  and  lipids  in  general  was 
considered  to  be  the  reason  for  peptide  selectivity,  MV4s  should  bind  weakly  to 

























zwitterionic  lipids,  and  results  here  concur with  this  prediction. With  increasing  lipid 
concentration,  the  obtained  ACFs  were  kept  relatively  similar.  Only  at  high  lipid 







V4norv‐TMR 100 nM  –  2.20 ± 0.27  159 ± 5 
+200 mM POPC  0.152 ± 0.047  3.15 ± 0.11  227 ± 8 
V4abu‐TMR 100 nM  –  2.37 ± 0.34  141 ± 18 
+200 mM POPC  0.073 ± 0.009  4.65 ± 0.87  257 ± 56 
V4ala‐TMR 100 nM  –  2.85 ± 0.20  226 ± 16 
+200 mM POPC  –  4.98 ± 0.47  395 ± 36   
TV4‐TMR 100 nM  –  2.94 ± 0.22  173 ± 13 
+200 mM POPC  –  5.01 ± 0.14  331 ± 9 
 

















Fig 2.13 Normalized ACF curves obtained for 100 nM MV4-TMR in absence and 





showed  particle  numbers  smaller  than  the  value  expected  for  100  nM  TMR  solution, 
thus similar  to V4‐TMR, MV4‐TMR will aggregate and be quenched  in  the solution. By 
comparing  the particle number obtained  for V4norv‐TMR, V4abu‐TMR and V4ala‐TMR 
solutions, it was clear that lower hydrophobicity would result in better solubility (refer to 
table  2.1). V4norv‐TMR,  different  from V4abu‐TMR  and V4ala‐TMR which  have much 
lower  hydrophobicity,  is  more  like  V4‐TMR  in  the  way  that  peptides  will  aggregate 
severely  and  no  free  peptide  can  be  detected.  The  detected  fluorescence  mainly 
originated  from  the  TMR  impurity.  However  V4norv‐TMR  showed  a  lower  degree  of 
A
TV4-TMR 100nM
TV4-TMR + POPC 200 μM
















































V4norv-TMR + POPC 200 μM
V4abu-TMR 100nM
V4abu-TMR + POPC 200 μM
V4abu-TMR 100nM













impact  from  their hydrophobicity or number of binding motif. Thus  LPS‐binding motif 
(HBHPHBH)  in all MV4s  is supposed to be highly effective, and electrostatic  interaction 
as the driving force plays an important role. However, due to the lower charge of TV4, its 
affinity to LPS is lower compared with other MV4. With addition of LPS micelles, peptide 
aggregates were  dissolved.  At  high  LPS  concentrations  all MV4s  can  reach  a  binding 





By  titrating phospholipid vesicles  into MV4‐TMR solution  the affinity of different 
MV4s  to phospholipids  is  revealed. The  results  showed  that MV4s exhibited different 
properties  against  phospholipids  (POPC/POPG)  compared  to  V4.  As  proposed  in  a 
previous  study  (Yu  et  al.  2005),  both  electrostatic  interaction  and  hydrophobic 
interaction play a key role in peptide‐phospholipid interaction. The high hydrophobicity 
of V4  gives  the peptide  a propensity  to  interact with  the hydrophobic  alkyl  chains of 






electrostatic  interaction,  most  MV4s  showed  conserved  strong  affinity  to  negatively 
charged phospholipids (POPG). However affinity was much weaker as compared to V4. 







In  the prediction by V. Frecer  (table 1.2), V4 have  the highest  lipophilicity  index 
hence  should  give  highest  affinity  to  phospholipids. MV4s  showed  lower  lipophilicity 
index (V4norv > V4abu > V4ala) hence lower affinity to phospholipids was expected. The 
actual results showed exactly same trend. With lower lipophilicity index (V4 > V4norv > 









Chapter 3 Investigation  of  the  mechanisms  of 
antimicrobial  peptides  interacting  with  membrane 
mimics 
3.1 Introduction 
Attachment of  antimicrobial peptides onto  the bacterial  surface  is  the  first  step 
before  it  can  kill  the  bacteria. Only  after  it  has  attached  onto  the  bacterial  cell wall, 
antimicrobial peptides can traverse the outer polysaccharide layer leading to interaction 
with  the  inner membrane. By  forming  transient pores on  the  cytoplasmic membrane, 
antimicrobial peptides destroy the integrity of bacteria thus leading to cell death. 
In this chapter, we use FCS and confocal imaging to investigate the mechanisms of 
antimicrobial  peptides  interacting with membranes.  FCS was  used  to  (i)  quantify  the 
interaction between MV4s and bacterial membrane mimics,  (ii) compare  the ability of 
four  MV4s  in  inducing  membrane  permeation  and  (iii)  study  the  mechanisms  of 
interaction between MV4s with membrane  lipid mimics. Two model membrane mimics 
are  used  in  this  chapter,  namely  fluorophore  entrapping  vesicles  and  fluorophore 
labeled  vesicles.  By  studying  the  interaction  between  peptides  and  fluorophore 
entrapping  vesicles  and  fluorophore  labeled  vesicles,  we  were  able  to  discriminate 
whether peptides  lyse  the membrane by pore  formation or detergent‐like disruption. 
Regardless  of  the  underlying mechanism,  antimicrobial  peptides will  permeablize  the 
fluorophore entrapping vesicles at a certain peptide‐lipid ratio leading to the release of 








fluorophore  labeled  vesicles  in  the  presence  of  peptide will  be  the  same  as  that  of 
fluorophore  labeled  vesicles  without  peptides.  If  the  membranes  are  disrupted  by 






Fig 3.1 Schematic illustration on how measurement on fluorophore entrapped vesicles 
works. Once peptide permeated lipid vesicles, dye entrapped in the vesicle will be 





Fig 3.2 Schematic illustration on how measurement on fluorophore labeled vesicles works. 
Pore formation, disruption or aggregation will give same, shorter or longer diffusion time 



















(Alabaster, AL, USA). TMR was purchased  from  Invitrogen  (Singapore). Rhodamine 6G 
chloride (R6G) was purchased from Sigma‐Aldrich (Singapore). 
3.2.2 Peptides 
TV4  (GSGVKVQVKV),  V4norv  (CAKAQAKAGSGAKAQAKAC,  A  represents  L‐
norvaline), V4abu  (CAKAQAKAGSGAKAQAKAC, A  represents L‐2‐aminobutyric acid) and 
V4ala  (CAKAQAKAGSGAKAQAKAC) were synthesized by Genemed  (Genemed Synthesis, 





then placed  in vacuum for at  least one hour. 1 μM rhodamine 6G  in PBS was added to 
re‐dissolve the  lipids to give an aqueous suspension of phospholipids of 0.5 mM. LUVs 
were prepared by  freeze‐thawing the  lipid suspension  for 5 times then  followed by 20 
times  extrusion  through  0.1  μm  polycarbonate membrane  filters  by  a mini‐extruder 






Singapore)  were  used  to  remove  non‐entrapped  rhodamine  6G  from  the  vesicle 
solution. 
3.2.4 Fluorophore labeled vesicle preparation 
The  preparation  of  fluorophore  labeled  vesicles  followed  a  similar  protocol  as 
above. POPG solution in chloroform was mixed with a small percentage (0.1%) of Rho‐PE 
solution  (in  chloroform).  After  removing  the  chloroform,  dried  phospholipid  was 
resuspended with PBS. The Rho‐PE labeled LUVs were obtained by 5 freeze/thaw cycles 





The  stock  solution  of  REVs  and  RLVs  was  diluted  and  mixed  with  different 
concentrations of different MV4s at room temperature. The final lipid concentration was 
50  μM,  except  for  the  TV4  experiment  in  which  20  μM  was  used  to  achieve  high 
peptide/lipid  ratio.  FCS  experiments  were  started  right  after  mixing.  A  series  of 













3.3.1 Modified  antimicrobial  peptides  induce  leakage  of  rhodamine  6G 
entrapped in POPG LUVs 




column  filtration.  The  fluorophore  entrapped  inside  the  LUVs diffused  all  together  as 




Fig 3.3 Normalized ACF curve obtained for POPG REV in comparison with free R6G. 
 
 
In  addition,  single  LUVs  can  entrap  several  fluorophores,  thus  the  fluorescence 
yield of LUVs  is usually much higher compared  to one  fluorescent molecule. However 
when  two  kinds  of  particles  with  different  fluorescence  yields  are  present,  the 
contribution of  a particle  to  the ACF  is proportional  to  the  square of  its  fluorescence 
yield  (equation  1.17).  As  a  result,  the  amplitude  of  the  ACF will  be  affected  by  the 
fluorescence yield of different particles inducing variation of apparent particle number in 
























than  R6G,  the  REVs  dominated  the  autocorrelation  function  although  the  fraction  of 
REVs was low.  
The interaction of MV4s with POPG REVs is shown in Fig 3.4. TV4 differed from all 












also  fitted  with  a  3D‐2‐particle  model.  However  two  particles  in  these  cases 
corresponded  to  free  dye  and  aggregated  REVs  respectively.  3)  With  even  higher 











particle model.  In  these  cases,  permeated  POPG  REVs  release  the  dyes  entrapped  in 
them almost completely. 
Obtained particle number of REVs (NREVs) and R6G (NR6G), fraction of REVs (F) are 
plotted  in  Fig  3.5.  NR6G  is  an  important  parameter  which  can  determine  at  what 
concentration  the  leakage  starts  and  how much  dye  has  been  released.  Clearly NR6G 




aggregation  and  permeabilization  of  POPG  REVs will  cause  the  loss  of  overall  vesicle 
number.  One  caveat  is  that  the  NREVs  and  F  were  overestimated  and  NR6G  was 
underestimated. Once the POPG LUVs were aggregated  (peptide/lipid ratio  is > 1:5  for 
V4norv and > 1:2 for V4abu and V4ala), the aggregates were actually brighter compared 
to  intact POPG LUVs. On  the other hand,  the  size of aggregates was non‐uniform and 
thus one can hardly obtain average ratios of fluorescence yield between aggregation and 
R6G. But during  the  fitting,  the α  value was  kept  at  10.5 which  is  the  ratio between 









Fig 3.4 Normalized and original ACFs of POPG REVs (50 μM) interacting with (A) 
TV4, (C, B) V4norv, (E, D) V4abu and (G, F) V4ala at different concentration. Peptides 
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REVs + V4norv 10 μM
REVs + TV4 1 mM
REVs + V4norv 25 μM




10-5 10-4 10-3 10-2 10-1
τ (s)
100
POPG REVs 50 μM
REVs + V4norv 10 μM
REVs + V4norv 25 μM

































10-5 10-4 10-3 10-2 10-1
τ (s)
100 10-5 10-4 10-3 10-2 10-1
τ (s)
100
10-5 10-4 10-3 10-2 10-1
τ (s)
100
POPG REVs 50 μM
REVs + V4abu 25 μM
REVs + V4abu 40 μM







POPG REVs 50 μM
REVs + V4abu 25 μM
REVs + V4abu 40 μM













POPG REVs 50 μM
REVs + V4ala 25 μM
REVs + V4ala 30 μM
REVs + V4ala 50 μM
POPG REVs 50 μM
REVs + V4ala 25 μM
REVs + V4ala 30 μM


























Fig 3.5 Comparison of NREVs, NR6G and F obtained from POPG REVs interacting with 
MV4s at different peptide/lipid ratio. Disruption of POPG REVs induced by higher 
peptide/lipid ratio gave rise to the decrease in the particle number and fraction of REVs, 






unknown. Therefore Rho‐PE  labeled POPG LUVs  (POPG RLVs) were used  to  investigate 

























































Fig 3.6 Original and normalized ACFs of POPG RLVs (50 μM) interacting with (A, B) 
V4norv, (C, D) V4abu and (E, F) V4ala at different peptide concentration. Peptdes 
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Fig 3.7 (A) ACF in the presence both aggregates and disrupted membrane fragments of 
POPG RLVs interacting with V4norv and its (B) corresponding photon count rates trace. 
(C) ACF dominated by large vesicles aggregation only and its (D) corresponding intensity 
trace. 
 
1)  At  low  peptide/lipid  ratio,  the  RLVs  stayed  relatively  intact  resulting  in  ACF 
curves almost similar to the original ACF curves obtained for RLVs alone (Black curve  in 





the  ACFs  obtained  in  stage  1.  It  indicated  that  the  POPG  RLVs  were  undergoing 
aggregation. ACF  curves were  fitted  using  3D‐1‐particle model.  The  particles  in  these 
cases corresponded to either intact or aggregated POPG RLVs.  
3)  Further  increase  in  the  peptide/lipid  ratio  (>  1:1  for  V4norv)  gave  rise  to  a 
decrease in the amplitude of ACFs and diffusion time (Green curve in Fig 3.6A). The ACF 
curves were  fitted  using  3D‐2‐particle model,  in which  2  particles  indicate  the  RLVs 
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aggregations  and  fragments  (Fig  3.7A).  But  due  to  the  high  fluorescence  yield  of  the 






Fig 3.8 Comparison of Napp and τD of POPG RLVs interacting with different MV4. (A) 
V4norv, (B) V4abu and (C) V4ala. The gray part indicated the region where aggregation 
happened, hence drastic decrease in the particle number and increase in the diffusion time 
of POPG RLVs was observed. 
 
The  obtained  fitting  parameters,  namely  apparent  particle  number  (Napp)  in  the 
confocal volume and  the diffusion  time  (τD), after addition of different MV4s  to POPG 
RLVs are summarized in Fig 3.8. Clearly, both decrease in the Napp and increase in the τD 

















































































Fig 3.9 Interaction of MV4s with POPC RLVs. Only V4norv induced some changes to 





lipid, the  interaction between MV4s and Rho‐PE  labeled POPC LUVs  (POPC RLVs) were 
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RLVs + V4norv 100 μM
POPC RLVs 50 μM
RLVs + V4abu 200 μM
POPC RLVs 50 μM
RLVs + V4ala 200 μM
POPC RLVs 50 μM













3.3.4 Visualization of Modified peptides  interacting with Rho‐PE  labeled 
LUVs 
In  order  to  prove  the  peptide‐induced  aggregation  found  by  FCS measurement, 
confocal  images  of  POPG/POPC  RLVs  in  the  presence  of  different MV4s were  taken. 
Without  peptide,  RLVs  with  a  size  of  100  nm  –  below  the  resolution  limit  of  the 
microscope – were  seen as  single  spots on  the confocal  images. Upon  the addition of 

















Fig 3.10 Confocal images of RLVs interacting with MV4. (A) POPG RLVs, (B) POPG 
RLVs & V4norv (1:1), (C) POPG RLVs & V4abu (1:1), (D) POPG RLVs & V4ala (1:1), 
(E) POPC RLVs and (F) POPC RLVs & V4norv (1:4). The lipid concentration is kept at 
50 μM. V4norv caused vesicle fusion for both POPC and POPG RLVs. V4abu and V4ala 
only induced the aggregation of vesicle for POPG RLVs. 
 









the other hand,  large numbers of MV4s are attached onto  the surface of  the vesicles. 
The electrostatic  repulsion between different  vesicles  is  reduced because  the peptide 
has  neutralized  the  overall  charges  on  the  surface.  Furthermore,  hydrophobic 









suggesting  its  loss of membrane disrupting ability. This  is probably due  to  the unique 

































A  comparison  between  different  MV4s  is  presented  in  Fig  3.11.  Hydrophobic 
interaction  is  the driving  force  for peptides  to  interact with phospholipid hydrocarbon 
chain, thus  inducing membrane perturbation. And as expected by comparing activity of 
MV4s  against  different  lipids,  we  can  conclude  that  hydrophobicity  of  the  peptides 
strongly  influences  the  activity  of  peptides  against  both  negatively  charged  and 
zwitterionic phospholipid. V4norv, which has the highest hydrophobicity among all MV4s 
comparable  to  V4,  is  more  effective  against  negatively  charged  lipids  compared  to 
V4abu  and V4ala.  Furthermore,  similar  to V4, V4norv  is  also  able  to  fully  disrupt  the 
membrane, although a high peptide/lipid  ratio  is needed. V4norv also showed activity 













































on  GUVs.  The  final  concentration  of  lipid  is  250  μM,  and  V4‐TMR  is  0.5  μM.  After 
depositing this mixture on the cover slide, unlabeled V4 was added and confocal images 
were  taken. Confocal  imaging was performed on a  FluoViewTM  FV300  system with an 




was  excited  by  543  nm  laser.  This  double  labeling  strategy  enabled  differentiation 
between  lipid  membrane  with  or  without  V4  attached.  The  fluorescence  signal 
originated from either NBD‐PE or V4‐TMR was separated in the  laser scanning confocal 
microscope  into  two channels  (DM570), green  (BA510IF, BA530RIF) and  red  (BA565IF) 
correspondingly. Fig 3.12  shows a  confocal  image of POPC GUVs mixed with V4‐TMR, 
taken  in green  channel with 488 nm  laser. When peptides bound  to  lipid membrane, 
green  and  red  signal will  co‐localize.  Arrow  indicates  several  vesicles with  additional 
vesicles  entrapped  inside.  Each  membrane  layer  in  the  image  is  clear  due  to  the 
homogenous distribution of NBD‐PE in the lipid membranes. However, compared to the 









Upon  addition  of  unlabeled  V4,  V4‐TMR  was  replaced  from  the  POPC  GUVs 
without  any  influence  on  the  integrity  of  the  vesicles.  The  removal  of  V4‐TMR  upon 
addition  of  unlabeled  V4 was  proven  by  the  decrease  in  the  photon  count  rate  and 
particle number on the outer membrane of POPC GUVs, as shown in Fig 3.12C.  
In  contrast, V4  acted  totally different on POPG GUVs.  Firstly, due  to  the  strong 
interaction  between  POPG  GUVs  and  V4‐TMR,  the  exchange  of  peptide  between 
membrane surface and surrounding solution was extremely slow, which gave rise to the 
uneven  distribution  of V4‐TMR  on  different GUVs,  shown  in  Fig  3.13A.  Secondly,  the 
addition of small amount of unlabelled V4 (one drop of 5 μM solution) induced very fast 
localized membrane disruption  (within  a  few  seconds)  in  the  area where  the peptide 
was  added  (Fig  3.13B  and  C), which  agreed with  the  previous  study  on V4  (Yu  et  al. 
2005). As seen from the confocal images, the lipid membranes were far apart from each 
other,  but membranes were  still  disrupted  by  peptides without  causing  aggregation. 
Hence the aggregation may not be an essential step in its mechanism.  
We believe that similar  to other cationic antimicrobial peptides  the selectivity of 
the  V4  peptide  comes  from  its  cationic  character  which  allows  them  to  bind  to 
negatively  charged  lipid  through  electrostatic  interaction  and  to  accumulate  on  the 
membrane (Yu et al. 2005; Yu et al. 2009). The experiments on GUVs further proved this. 
Firstly  V4  causes  obvious  exchange  of  V4‐TMR  on  the  POPC  GUVs  surface  without 
entering  the vesicle. This  indicates  that V4 have a  limited affinity  towards zwitterionic 
lipid.  On the other hand the inhomogeneous distribution of V4‐TMR or in another word 












Fig 3.12 Confocal images of NBD-PE labeled POPC GUVs premixed with V4-TMR, 
obtained using 488 nm (A) and 543 nm laser (B) respectively. (C) The decrease in both 











Fig 3.13 V4 rapidly disrupted POPG GUVs premixed with V4-TMR. (A) is taken 2 s 




As mentioned  in  chapter 1,  the biological membrane  is much more  complicated 
compared  with  artificial  membrane  used  in  vitro.  Although  in  vitro  measurements 
showed promising  results of V4  and MV4s,  the basic  idea of REV measurements was 
extended  to  in  vivo measurements.  In  this  section, GFP‐expressing  E.  coli were  used 
instead of phospholipid REVs to test the activity of different antimicrobial peptides (20 
μM) against actual bacterial membranes. The hypothesis is that, if the peptide lyses the 







on  bacterial  cultures  is  not  possible.  Thus  a  simplified  version  is  proposed  here  by 
measuring  the  intensity  in  the  incubation  medium  after  removal  of  E.  coli  cells  by 
centrifugation.  In this case after antimicrobial peptides lyse bacterial cells, cytosolic GFP 
would  be  released  into  the  surrounding  buffer  solution  inducing  higher  fluorescence 
intensity  in the supernatant fraction. A well‐known antimicrobial peptide against gram‐
negative bacteria, polymyxin‐B (PMB), which showed relative similar activity compared 











expressing  E.  coli  culture was  grown  in  5 mL  of Mueller‐Hinton  broth  containing  100 




















The  recorded  intensity  (kHz)  for  the  supernatant  fraction  against  the  incubation 
time (minutes) is plotted in Fig 3.14. For all the peptides, the intensity in general showed 
an  increasing  trend  with  increasing  incubation  time,  indicating more  GFP molecules 














V4abu  do  exhibit  antimicrobial  activity  against  E.  coli  although  their  antimicrobial 
activities were much weaker compared to PMB.  
 
Fig 3.14 Peptides (10 μM) induced leakage of free cytosolic GFP from E. coli (3.3 × 108 









V4 and MV4s  in membranes  is unknown. However,  if  they  share a  similar  size as  the 
pores formed by other peptides (about 1 nm for alamethicin and magainin) (Ludtke et al. 
1996), GFP molecules are definitely too big to be able to pass through the pores, making 
it  impossible  to detect  the  increase  in  the number of  released GFP. However, we can 
utilize  this  to  determine  the  pore  size  formed  by  any  AMPs  on  the  model  or  cell 
membrane  by  choosing  fluorescent  indicators with  different  size.  Hence  rather  than 































living  cell  (in  vivo). Direct  comparison between  in  vitro and  in  vivo  study  is  important 
because  living  organism  is more  complicated  compared  to model  system.  Hence  by 
utilizing  fluorescence  techniques,  drugs  effective  on  model  system  could  also  be 









Chapter 4 Imaging  Total  Internal  Reflection 





evanescent  field  instead of  focused  laser  to  illuminate  fluorophores  and uses  EMCCD 
(Electron Multiplying Charge Coupled Device) instead of APD/PMT as detector. Secondly, 
ITIR‐FCS  allows  the  simultaneous  determination  of  diffusion  coefficients  over  a  large 
area, while confocal FCS measures diffusion coefficients at a single spot with a diameter 





When  light  travels  from one medium  to another,  the  light beam will be partially 
refracted and partially reflected. The direction of refracted light follows the Snell’s Law 
2 2 1sin sinn n 1θ θ=                                                                                                                       (4.1) 








Fig 4.1 Light travels from medium with higher refractive index (n1) to that with lower 
refractive index (n2). When the incident angle (θ) is greater than the critical angle (θc), the 
light will be totally reflected.  The evanescence field generated a certain penetration depth, 





the  light  is  reflected  back  internally.  This  optical  phenomenon  is  called  total  internal 
reflection (TIR). The critical angle is defined as 
1




forming a  thin  layer of electromagnetic  field called “evanescent  field” whose  intensity 
decays exponentially with distance from the boundary. The penetration depth d of the 
evanescent intensity is given by (Thompson 1991) 
( ) 1 22 2 21 24 sind n n
λ













internal  reflection  fluorescence  (TIRF) microscopy,  the  evanescent  field  is  utilized  to 
illuminate the fluorescent probes close to surface, as shown in Fig 4.1.  
 
4.1.2 Imaging  total  internal  reflection  fluorescence  correlation 
spectroscopy 
As introduced in the first chapter, conventional FCS is a powerful tool to measure 
dynamics  with  very  high  time  resolution.  For  many  experiments,  simultaneous  FCS 
measurement on large number of spots is important because it drastically decreases the 
measuring time and allows simultaneous determination of parameters on different spots 
of  the  whole  sample,  thus  reducing  the  possibility  that  the  system  undergoes  local 
changes during the measurement.  
The  current  FCS  setups  mainly  use  either  photomultiplier  tubes  (PMTs)  or 
avalanche  photodiodes  (APDs)  as  detectors,  allowing  the  incorporation  of  up  to  4 
detectors  into the system to detect the spectrally separated signal from the same spot 
(Heinze et al. 2004; Burkhardt et al. 2005; Hwang et al. 2006). To  fulfill  the multi‐spot 
measurement  requirement,  different  modalities  of  conventional  FCS  are  developed. 
Multi‐focus  FCS  is  one  of  the  technique which  can  obtain  both  spatial  and  temporal 
correlation by detecting signals from up to 4 different spots using multi‐detector arrays, 
for example a 2×2 CMOS detector array (Gosch et al. 2004) or APD arrays (Gosch et al. 
2005). Another method to obtain spatial correlation  is ICS, which  is briefly described  in 








scanning  image.  But  the  temporal  resolution  of  ICS,  RICS  and  STICS  is  limited  by  the 
maximum scanning speed of the system, and temporal  information of the  image  is not 
uniform  due  to  line  by  line  scanning  of  the  images.  K‐space  ICS  (Kolin  et  al.  2006), 
improves  the  time  resolution  to  50  ms  by  applying  an  electron  multiplying  charge‐
coupled device (EMCCD) camera in a total internal reflection fluorescence (TIRF) system. 
EMCCD  cameras  as  new  detectors  show  great  advantages.  Back‐illuminated  EMCCD 
cameras  exhibit  quantum  efficiencies  of  90%  over  the  whole  visible  spectral  range 
compared  to  less  than  30%  for  PMT.  Additionally  on‐chip  electron  multiplication 
suppresses the CCD readout noise to effectively less than 1 electron per pixel. The lower 
excess noise compared with intensified CCDs together with the high quantum efficiency 
makes  EMCCD  applicable  in  FCS measurement.  An  EMCCD  camera was  also  used  as 
detector in conventional FCS setup using a focused laser as illumination (Burkhardt et al. 
2006;  Kannan  et  al.  2006).  Taking  this  one  step  further  is  a  system  combining 
multiplexed excitation, for example spinning disk confocal microscope with multiplexed 
detection  on  an  EMCCD‐camera  is much  faster  compared  to  traditional  single‐beam 
system, which  can  be  used  to  investigate  spatially  resolved  fast  kinetics  (Sisan  et  al. 
2006). However as  inherent  in scanning characteristics, signals from different spots are 
not  taken  simultaneously.  Considering  the  advantage  and  disadvantage  of  the  above 
mentioned technique, a newly developed method called imaging total internal reflection 












Fig 4.2 Schematic drawing of a prism-based TIR-FCS setup (A) with a close look at the 
sample stage (B). 
 
Similar  to  the work  done  in  1981,  prism‐based  setups were  also  used  in many 






































Fig 4.3 Schematic drawing of an objective-based TIR-FCS setup (A) with a close look at 




immersion objective  is used. The TIR condition  is obtained by  tilting  the  incident  laser 





































Because  in  TIR  illumination,  at  the  water‐glass  interface  the  evanescent  field 









In  this  study, an EMCCD  camera  is  installed on an objective‐based  total  internal 








Fig 4.4 Schematic drawing of ITRF-FCS setup used in the study. 
 
A  laser  beam  is  first  expanded  by  a  beam  expander.  The  expanded  beam  is 
coupled  into  the  microscope  by  a  combination  of  two  mirrors,  which  controls  the 
incident angle of the  light. Lenses  inside the microscope  focus the  laser onto the back 
focal plane (BFP) of an oil‐immersion objective with high NA after being reflected by a 
DM.  By  tilting  one  of  the  two  mirrors,  either  wide‐field  or  TIR  illumination  can  be 
achieved.    The  Fluorescence  signal  is  again  collected by  the  same objective  and  then 




































these  parameters,  FRT  is mainly  determined  by  the  exposure  time  and  the  parallel 




ROI  composed  of  20  lines. Operation  principle  of  EMCCD  camera  can  be  found  from 
Pawley (Pawley 2006). 
For  the  ITIR‐FCS  setup, each pixel on  the  camera works as an  individual pinhole 
(Haustein et al. 2007). The possibility of binning pixels,  i.e. combining pixels  into  larger 
pixel areas either by software or  in hardware, provides pinholes with  tunable size and 
shape  (Kannan  et  al.  2006).  Both  software  and  hardware  binning  produce  the  same 









The  correct  fitting model  for  ITIR‐FCS  depends  on  the  relative  size  of  the  point 






























0 a rω = +                                                                                                                               (4.5) 
r is the radius of PSF. a is the half width of the binned area. 
When  the binned pixel size  is much  larger  than  the PSF  then a  top hat  intensity 
profile is the better approximation.  It assumes a constant intensity over the total size of 
the  pixel.  In  this  case  the  fitting  model  can  be  derived  as  follows.  The  diffusion 
propagator for the two dimensional case is given by (Weidemann et al. 2002) 
( )
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For the TIRF setup the illumination intensity changes less than 4% over a distance 
of 40 pixels and we treat the intensity as constant (Kannan et al. 2007). 
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If one defines  
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Different  from  conventional  confocal  FCS  which  requires  a  calibration  to 





labelled  lipids diffusing  laterally within supported  lipid bilayers  (SLB) or membranes of 








on  the  same  sample.  But  for  a  comparison  between  techniques,  it  is  crucial  that  all 
techniques  obtain  the  same  absolute  diffusion  coefficients.  Grunwald  et  al.  made 





However  recently,  a  correction  of  the  diffusion  coefficient  for  standard  dyes  was 




In  the  last decades a  range of  fluorescence  techniques have been developed  to 
measure  molecular  mobility  and  diffusion  coefficients  in  artificial  and  biological 
membranes. The most widely used techniques include FRAP, SPT, and FCS. FRAP and SPT 
can determine absolute diffusion coefficients at high  (>100 μm‐2) and very  low surface 
concentrations  (single  molecule  level)  respectively.  Fluorescence  correlation 
spectroscopy  (FCS)  on  the  other  hand  is  suitable  for  the  intermediate  concentration 
about 0.1 – 100 μm‐2. FRAP and SPT are able  to obtain absolute diffusion coefficients 
directly. However in general, FCS obtains only relative diffusion coefficient in respect to 










When  FCS  is  applied  to  membranes,  problems  in  accurate  positioning  of  the 
membrane in the confocal volume arise (Sorscher et al. 1980; Milon et al. 2003). z‐scan 
FCS  was  introduced  recently  by  Benda  et  al.  (Benda  et  al.  2003)  to  overcome  this 
problem.  
 
Fig 4.5 Schematic representation on how z-scan FCS is done. Measurements on the 
















γ  is a correction factor considering the  intensity profile  in the focus. The obtained τD  is 
plotted against focus position Δz. Δz is the distance between the sample position z0 and 
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FRAP  is  a  technique  based  on  cellular  imaging.  It  has  been  employed  since  the 
early  1970s  to  study  molecular  mobility  in  the  plasma  membrane,  other  organellar 
membranes and  the  cytoplasm  (Poo et al. 1974; Bates et al. 2006; Chen et al. 2006). 
FRAP selectively destroys fluorescent molecules within a region of  interest (ROI) with a 
high‐intensity laser, followed by monitoring of the fluorescence recovery in the bleached 
region over  time with a  low‐intensity  laser. Since photobleaching  irreversible damages 
fluorophores, the fluorescence recovery is due to the diffusion of the intact fluorescent 
molecules  from  the  surrounding  space  over  time  (Fig  4.6).  Although  FRAP  cannot 




this  task,  because  immobile  or  slow  diffusing  molecules  are  more  likely  to  be 






situation  is completely different. Particles  in  solution  (D = 10‐6 – 10‐9  cm2/s)  like  small 
organic  fluorophore can easily be observed with FCS, but  they may move  too  fast  for 
FRAP. In case of discriminate two component diffusion unequivocally, FRAP needs a 10 
times difference in the diffusion coefficients compared to 1.6 for FCS (Gordon et al. 1995; 
Meseth  et  al.  1999),  therefore  FCS  is  better  than  FRAP  in monitoring  the  changes  in 
diffusion coefficients in solution. 
 
Fig 4.6 Schematic illustration of FRAP measurement. (A) Before bleaching; (B) 
Bleaching; (C) Recovery after bleaching; and (D) Fractional recovery curve. 
 
The kinetics of  recovery  in FRAP  can be empirically determined by  the  time  τ1/2 
which  describes  the  time  required  to  reach  50%  of  full  recovery.  The  fluorescence 
recovery  curve  can  be  used  to  determine  kinetic  properties,  including  the  diffusion 
coefficient, mobile  fraction,  and  transport  rate of  the  fluorescently  labeled molecules 
(Axelrod et al. 1976; Adkins et al. 2007). As a quantitative way to analyze data, fractional 
recovery is plotted against time (Soumpasis 1983) as shown in Fig 4.6. 
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different  from  FCS/FRAP,  it  track  the  trajectories  of  individual  plasma  membrane 
components with nanometer precision by observing the movement and calculating rates 
of movement of  the  specific  component.  Thus  SPT  allows monitoring  single molecule 
behavior at any given time, as opposed to ensemble methods like FCS and FRAP where 











Fig 4.7 (A) Schematic illustration on how MSD is calculated for different time interval 
and (B) how MSD changes as a function of time interval for a diffusing particle under 
different condition. 
 
Then the mean square displacement  (MSD) of trajectory  is calculated  for each  interval 
time .  tΔ
( ) ( ) ( ) 21
N
MSD t r t r t t
N
Δ = − + Δ⎡ ⎤⎣ ⎦∑                                                                                     (4.20) 
N is the number of displacements used to calculate MSD for a given time interval. As the 
time  interval  grows,  there  are  fewer  data  points  thus  leading  to  greater  uncertainty 
(Qian et al. 1991). For a 2D diffusion, the MSD is related to the diffusion coefficient D by 
(Saxton et al. 1997) 
( ) 4MSD t D tΔ = Δ                                                                                                                     (4.21) 




























































60oC.  Cover  slides  were  first  cleaned  with  detergent  and  then  sonicated  in  piranha 
solution  (7:3  H2SO4/H2O2)  for  45  minutes.  Subsequently,  they  were  rinsed  with  de‐



















FCS measurement was  taken on  the  same  instrument as described previously  in 
2.2.6. In Z‐scan FCS, Z‐position is control by the motor mounted on the focus adjustment 
knob  of  the  FV300  system.  Calibration  of  the  FCS  instrument with  543  nm  laser was 





10  seconds  each.  Measurements  were  performed  at  a  laser  power  before  the 
microscope  objective  of  25  μW  which  did  not  show  any  bleaching  or  saturation  as 
judged by the  linearity of the count rates and the stability of the diffusion time τD. For 
Rho‐PE  labeled  GUVs,  confocal  images  were  first  taken  using  FV300.  Then  FCS 
measurement were  performed  by  locating  the  focus  at  the  top  or  bottom  of  a GUV, 
which  is  large enough to be approximately considered as planar (~0.1 μm2)  in the focal 







were  chosen  to avoid any  restriction  in diffusion  induced by neighboring vesicles  that 
may give inconsistent results. 
4.2.2.7 FRAP instrumentation and measurement 
FRAP experiments were performed on a  FV1000  confocal microscope  (Olympus, 
Singapore).  Two  488  nm  argon  lasers  were  used  for  excitation  and  bleaching 
respectively. 50 pre‐bleach images were taken using laser power at 4.4 μW, after which 
a circular ROI with a diameter of 5.8 μm was photobleached for 100 ms using fast scan 
rate  at  5.44 mW.  Pro‐bleach  images were  obtained  at  4.4  μW  laser  power  for  400 




internal  reflection  fluorescence  microscope  (TIRFM)  built  around  an  inverted  epi‐
fluorescence  microscope  (Axiovert  200M,  Carl  Zeiss,  Singapore)  in  which  a  high 
numerical aperture objective  (60×, NA 1.45, TIRFM, Olympus, Singapore)  is used.   532 
nm laser light from a dual color (491 nm and 532 nm) laser source (Dual Calypso, Cobolt, 
PhotoniTech  Pvt  Ltd,  Singapore) was  used  for  total  internal  reflection  excitation  (5.6 














and read using a 10‐MHz digitizer.   For GUVs, only  the bottom membrane of  the GUV 
was measured. A ROI with 40 × 40 pixels that encompasses the  interface between the 
GUV  and  cover  slide  was  created  and  acquisition  was  performed  with  the  same 
parameters  as  for  SLBs.    In  both  experiments,  TIR  illumination  is  used.  Stack  images 
obtained were blurred by Fast Fourier Transform filtering using Metamorph to achieve a 
better Gaussian fitting. Trajectories of the Rho‐PE particles were tracked using the same 




with  an  acquisition  time  of  4 ms.  The  intensifier  gain  was  also  kept  at  95%  of  the 
maximum and read using a 10 MHz digitizer. Photon counts at each pixel within the ROI 
along with the time stamps of the frames in the stack were logged out. The background 





Fig 4.8  shows  typical experimental  curves obtained by FCS, FRAP, SPT, and  ITIR‐
FCS. FRAP measurements were performed on two different membrane systems, namely 
SLBs on cover slide and top membrane of GUVs representing a free standing bilayer. The 












Fig 4.8 Typical (A) autocorrelation function obtained by FCS for bottom membrane of 
GUV ( ), top membrane of GUV ( ), and SLB ( ) (B) fractional fluorescence 
recovery curve obtained by FRAP for SLB (+) and top membrane of GUV (○) (C) MSD 
obtained by SPT (  indicate a homogeneous diffusion, whereas □ show heterogeneous 
diffusion), and (D) autocorrelation function obtained by ITIR-FCS at 3x3 binning ( ), 
and 5x5 binning ( ). 
 
SPT  measurements  were  performed  on  SLBs  in  TIRF  mode.  The  diffusion 
coefficient  was  (4.1  ±  3.9)  × 10‐8  cm2  s‐1.  The  large  standard  deviation  on  the  SPT 
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measurements  indicated  a  heterogeneous  distribution  of  diffusion  coefficients  (see 
examples in Fig 4.8C and histogram of results obtained by SPT in Fig 4.9).  
 
Fig 4.9 Histogram of diffusion coefficient obtained by SPT. 
 
 
Fig 4.10 Dependence of the lateral diffusion time (τD) on the z-position of the focus. 
 
FCS measurements were  performed  on  all  three  systems,  SLB  and  the  top  and 
bottom membrane of GUVs since all can easily be accessed by the confocal FCS mode. 
Obtained diffusion coefficients were (2.8 ± 0.2) × 10‐8, (3.4 ± 1.2) × 10‐8, and (6.1 ± 1.1) 








































Fig 4.11 Comparison of the diffusion coefficients obtained from FCS, FRAP, SPT and 
ITIR-FCS measurements on SLBs and GUVs. Value indicates the number of 
measurements. 
 
ITIR‐FCS  measurements  were  performed  only  on  SLBs.  As  mentioned  in  the 
introduction,  ITIR‐FCS  is  in principle calibration‐free. However, due to the  finite size of 
the  PSF,  different  fitting  functions  should  be  applied  to  the  data  depending  on  the 
binning  used.  For  this  purpose,  the  data was  evaluated  pixel  by  pixel  (1 × 1)  or with 
binned pixels of different size, from 2 × 2 to 5 × 5. The results are given in table 4.1. For 
the Gaussian  fit model the diffusion coefficient stayed almost constant at  (1.1 ± 0.4) × 











   










































































Binning  1 × 1  2 × 2  3 × 3  4 × 4  5 × 5 
  Gaussian fit (refer to equation 4.3) 
ω0 (nm)  271  366  485  613  747 
τD (ms)  19.2 ± 8.8  30.8 ± 8.0  51.3 ± 17.9  86.1 ± 34.3  124.1 ± 32.6
D (10‐9 cm2 s‐1)  11.2 ± 3.7  11.6 ± 3.0  12.6 ± 3.8  12.5 ± 4.5  11.9 ± 3.1 
  Top hat fit (refer to equation 4.12) 
a (nm)  142  284  426  568  710 
τD (ms)  44.5 ± 11.6  77.9 ± 20.7  135.3 ± 52.4 237.8 ± 104.1 
361.6 ± 
107.1 
D (10‐9 cm2 s‐1)  4.9 ± 1.4  11.0 ± 2.7  14.9 ± 4.5  15.8 ± 5.9  15.0 ± 4.3 
 
4.2.3.2 Comparison of different techniques 
All  four  techniques used  in  this part measure  the  same physical parameter,  the 
diffusion coefficient of fluorophores. They are used in different applications with partial 
overlaps.  FRAP  and  FCS  can  be  utilized  for  solution measurement.  ITIR‐FCS measures 
fluorescence signal only from a thin layer created by an evanescent field near a surface. 





On  the  other  hand,  FRAP  can  be  applied  to  samples  with  high  surface 
concentrations (~ 100 μm‐2), however a sufficient overall pool of fluorophores is needed, 

















Techniques  Detectors  Concentration  Detection area (μm2) 
FCS  APD  0.0025% Rho‐PE labeled POPC 0.502 
ITIR‐FCS  EMCCD  0.01% Rho‐PE labeled POPC  32 
FRAP  PMT  0.5% Rho‐PE labeled POPC  26 




shown  in  table  4.2.  It  should  be  noted  that  FCS  is  the  only  one  applied  routinely  in 
solution,  although  SPT  in  solution  has  been  reported  (Li  et  al.  2004; Grunwald  et  al. 
2006), thus FCS is an important tool for the biophysicists. 
Another  important  difference  among  various  techniques  is  their  requirement  in 
calibrations. As mentioned  in  chapter 1, FCS  requires  standard dye  for  calibrating  the 
observation volume. In general Rhodamine 6G (2.8 ×10‐6 cm2 s‐1) is used for this purpose. 
In our measurements TMR is used for calibration because TMR and Rhodamine 6G show 












size of the bleached area and that of the camera pixels  in object space.  In  ITIR‐FCS the 
physical size of the CCD pixels and the magnification of the optical instrument define the 
observation area. The extension of  the observation volume  in  z‐direction  is  limited by 
the  penetration  depth  of  the  evanescent wave  into  the  sample.  This  extension  in  z‐
direction  can  be  determined  by  a  calibration  measurement  (Kannan  et  al.  2007). 
However,  the  observation  volume  extension  in  the  z‐direction  can  be  neglected  for 
measurements  on membranes,  thus  a  2D  fitting model  is  generally  used.  The  fitting 
model in this study assumes that the detection efficiency is constant over the pixel and 
drops  to 0 outside  the pixel. However  the actual detection efficiency  is dependent on 
the  laser excitation profile,  the point spread  function  (PSF) of  the microscope and  the 
actual detection area of  the pixels. Both  the  laser excitation profile and  the sensitivity 




converges  for  large  values.  This  effect  can  be  seen  in  Table  4.1  where  we  observe 
underestimated the diffusion coefficient for single pixel and convergence for 3×3 binning 
and  above.  In  this  case  ITIR‐FCS  is  also  calibration‐free  since  the  only  unknown 
parameter is the diffusion coefficient. 
Due  to  the different  but  overlapping  application  ranges  it  is  important  to  show 
that  various  techniques  yield  the  same  absolute  values  over  different  concentration 




















<D> /10‐8 cm2 s‐1  SLB  GUV Bottom  GUV Top 
FCS  2.8 ± 0.2  3.4 ± 1.2  6.1 ± 1.1 
Z‐scan FCS  4.8 ± 1.1  ‐  ‐ 
FRAP  1.8 ± 0.2  ‐  3.3 ± 1.8 
SPT  4.1 ± 3.9  ‐  ‐ 
ITIR‐FCS  1.5 ± 0.5  ‐  ‐ 
 
However,  there  are  as well  some  remarkable  differences.  Diffusion  coefficients 
obtained  by  FRAP  and  ITIR‐FCS measurements  are  smaller  than  diffusion  coefficients 
provided by FCS and z‐scan FCS while SPT shows a wide range of diffusion coefficients. 
The difference between FCS and FRAP is possibly a result of the different length scales of 
the  two  methods.  FCS  measures  diffusion  on  a  diffraction  limited  spot  (~500  nm 
diameter),  FRAP  measures  diffusion  on  an  area  10  –  100  times  larger  (5  –  6  μm 
diameter),  and  is  therefore more  likely  to  include  defects  of  the  bilayer  leading  to  a 









is  possibly  an  artifact  which  arises  from  the  difference  in  the  effect  of  membrane 
fluctuations for different methods. ITIR‐FCS measures on a similar scale as FRAP but can 
resolve the diffusion coefficients within this area with a similar spatial resolution as FCS. 
Nevertheless,  ITIR‐FCS  shows  the  same  diffusion  coefficient  as  FRAP  and  a  2‐3  times 
lower diffusion  coefficient  compared  to FCS. This  is probably a  result of  the  currently 
limited time resolution of ITIR‐FCS. The characteristic diffusion time of the lipids is close 
to  the  limit  of  resolution  (4  ms)  and  thus  ITIR‐FCS  resolves  the  slower  diffusion 
coefficient more  efficiently.  This  is  further  complicated  by  the  fact  that  FCS  can  only 
distinguish within one measurement two diffusion coefficients which differ at least by a 




show  fast  regular diffusion during  the whole  course of  tracking but other  show more 
complicated behavior with different diffusion coefficients at different  times during  the 
measurement. We  therefore  suggest  that  the differences between  the measurements 
mirror  the  heterogeneity  of  the  membrane  and  the mode  of measurement.  This  is 











FCS  by  comparing  to  FCS,  FRAP,  and  SPT.  First  of  all,  all  techniques  yielded  similar 
diffusion  coefficients  within  their margins  of  error,  despite  their  different  ranges  of 
operating  concentration  and  length  scale,  proving  ITIR‐FCS  is  capable  of  measuring 
diffusion  coefficients on membrane  systems. However  results obtained using  the  four 
techniques are not  identical. Obtained diffusion coefficients are biased to  larger values 
when measuring on small length scales (<μm) and high temporal resolution (μs), and to 
smaller  values  when  measuring  on  larger  length  scales  (>μm)  and  lower  temporal 
resolution  (ms).  This  discrepancy  is  resolved  by  SPT  which  shows  that  a  range  of 
diffusion coefficients can be found on membranes spanning all the measured values of 
the  other methods.    A  solution  to  the  problem might  be  found  in  two‐focus  FCS  as 

















interferometry  (DPI), Langmuir–Blodgett  (LB) measurement, and AFM  (Yu et al. 2009). 
This oligomerization or aggregation  is considered  to be a crucial step  for antimicrobial 
activity of V4. AFM results on lipid monolayer show that V4 can form filaments up to 200 
nm  (Yu  et  al.  2009).  Considering  that  V4  monomer  itself  is  only  about  2  kDa,  the 





surface, TIR  illumination can be used  in this case. Thus,  ITIR‐FCS should be a promising 






Labeled  and  unlabeled  peptides  were  mixed  to  obtain  solutions  at  different 






formed  by  overnight  incubation  as  described  in  a  previous  section  (4.2.2.3).  Similarly 





the  bottom  of  GUVs  was  selected  on  the  EMCCD  chip  as  ROI  (20  ×  20),  which 






Fig 4.12 An example of ACF curves obtained on ITIR-FCS setup for V4-TMR (100 nM) 























the  process  one  attempts  to measure.  Thus  the  plateau  in  the  short  time  range  is 







Fig 4.13 Histogram of obtained τD of V4-TMR on GUVs bottom at various peptide 
concentrations. Results showed a shift of τD to longer time scale which may indicate the 
aggregation of peptides. 
 
 
Fig 4.14 Histogram of τD obtained in another experiment. Results showed a similar 





















e 100 nM V4-TMR
100 nM V4-TMR + 100 nM V4
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However,  replicated  results  were  not  always  consistent.  One  such  example  is 
shown  in  Fig  4.14.  In  this  case,  comparing with  data  in  Fig  4.13,  the  results  showed 








different vesicles,  the peptide  reaches various  concentrations which may have caused 
different degree of peptide aggregation.  Similar  to previous  confocal  studies  (refer  to 
1.4.2) on GUVs, uneven distribution between different vesicles was detected. Directly 
from the TIRF  image we are able to observe this  inhomogeneous distribution as shown 
in Fig 4.15,  in which two arrows  indicate vesicles with distinct  fluorescence  intensities. 
Since all GUVs membranes are bound to glass surface by chemical interaction, only small 



















Fig 4.15 TIRF image of immobilized POPG GUVs. Two arrows pointed out GUVs 
showing different fluorescence brightness which indicated the uneven distribution of V4. 
 
Although  in this study the application of  ITIR‐FCS was  limited possibly due to the 
strong  interaction between peptides and  lipids,  ITIR‐FCS  is a very useful  tool  to  study 
dynamics  on  membranes.  For  peptide‐lipid  interaction  studies,  by  adopting  new 
measures  to  better  control  the  concentration  of  peptides,  ITIR‐FCS  will  be  able  to 
monitor peptide diffusion with  good  time  and  spatial  resolution.  ITIR‐FCS  can  also be 
extended  to  in  vivo measurement.  By  immobilizing  bacterial  or mammalian  cells  on 
cover  slides,  ITIR‐FCS  is  capable  to  detect  the  diffusion  of  peptides  on  the  cell 














designed AMP,  the V4 peptide. These modified V4 peptides  (MV4s) have been  tested 
with various membrane mimics  to gain a better understanding of  their mechanism of 
interaction, thus providing practical insights in de novo design of AMPs. 
V4  peptide  was  further  investigated  to  better  understand  its  mechanism  in 
disrupting lipid membrane. Together with previous study (Yu et al. 2005; Yu et al. 2008; 
Yu  et  al.  2009),  the  capability of V4 binding  and disrupting  lipid  vesicles was proved. 




ITIR‐FCS  –  was  applied  to  V4  study  trying  to  obtain  better  understanding  of  its 
mechanism.  ITIR‐FCS,  as  a  new  technique, was  first  proven  to  have  high  accuracy  in 
measuring  the  diffusion  of molecules  on  the membrane.  It  is  a  calibration  free  and 
multiplexed  detection  method  that  shows  good  prospects  in  studying  membrane 










V4  were  designed  and  investigated.  As  described  in  chapter  1,  V4  was  designed 
according  to  an  LPS‐binding motif  of  HBHPHBH.  Due  to  the  high  percentage  of  the 
hydrophobic  amino  acid  valine  present  in  V4,  V4  has  poor  solubility  and  strongly 
aggregates  in solution. This situation  is only partly ameliorated when using a truncated 
version  of  V4  (TV4) which  contains  only  a  single  binding  site.  TV4  showed  stronger 





showed  a  very  low  percentage  (0.77%)  of  peptide  in  active  state  due  to  strong 
hydrophobic  aggregation.  Thus  lower  hydrophobicity  can  increase  the  activity  of  the 
peptides. 
In  order  to  disrupt  the  membrane,  peptides  must  be  first  adsorbed  onto  the 





micelles. However  compared  to V4 which  reaches  saturation  at  2 μM, MV4s  needed 






MV4s  and  LPS  is weaker  compared  to  V4.  Clearly  the  LPS‐binding motif works  very 
efficiently,  although  less  hydrophobic  amino  acids  reduce  their  efficiency  to  some 
extent.  
In addition to their high affinity to LPS, MV4s show strong affinity to the negatively 
charged  phospholipid  POPG,  although  the  affinity  was  much  weaker.  Less  peptide 
molecules  for V4norv  (40%) and V4abu/V4ala  (20%) are bound  to POPG SUVs at  lipid 




Thus  the  peptide‐lipid  interaction  is  also  influenced  by  the  hydrophobicity  of  the 
peptides.  TV4  had  a  strongly  reduced  affinity  to  POPG  SUVs.  However,  according  to 
QSAR model  (Frecer et al. 2004) TV4  should  show higher antimicrobial activity due  to 
much  lower MIC obtained  for TV4. Hence the presence of two binding motifs  (enough 
overall  charges  and  hydrophobicity) may  be  crucial  for maintaining  the  activity  of  a 
peptide.  Completely  different  from  V4,  which  have  over  40%  of  peptide  molecules 
bound  to  POPC  at  a  lipid  concentration  of  50  μM, MV4s  show  almost  no  affinity  to 
zwitterionic phospholipids POPC.  In  this case,  the peptide‐lipid  interaction  is driven by 
the hydrophobic  interaction between peptide  and  alkyl  chain of  the phospholipids.  It 
was  obvious  that  the  change  in  the  hydrophobicity  of  the  peptide would  drastically 
change  the  affinity  of  peptides  to  zwitterionic  phospholipids  as  predicted  in  previous 
study (Frecer et al. 2004). The penetration of peptides into zwitterionic lipid membrane 







Similar  to  V4  peptide,  all  MV4s  except  TV4  first  induce  aggregation  of  the 
negatively  charged  lipid membrane before peptides disrupt  the  lipid membrane. At  a 





as  10 μm  could  be  clearly  seen. A  further  increase  in  the  peptide/lipid  ratio  (4:5  for 
V4norv, 1:1 for V4au, 4:5 for V4ala) induced rapid  membrane disruption in a detergent‐






ratio  (>2:1),  whereas  all  other  peptides  did  not  affect  POPC  vesicles.  The  strong 
hydrophobicity in addition to improved solubility of V4norv could be the reason. Strong 
hydrophobicity  of V4norv  enables  it  to  disturb membranes more  efficiently, while  its 
improved  solubility  guarantees  sufficient  amount of peptide  interacting with  the  lipid 
membrane,  thus  causing  the aggregation of POPC vesicles. Taking  into account  that a 
lower  peptide/lipid  ratio  is  needed  for  V4norv  (1:5)  to  induce  aggregation  of  POPG 





















study  (Frecer  et  al.  2004)  using  QSAR  model,  by  replacing  H  residues  with  less 





By  replacing  valines  in  V4, MV4s  showed  great  improvement  in  their  solubility 
compared  to  the original V4.  In vitro  studies of MV4s on different model membranes 







showed  the  crucial  role  of  the  two  binding motifs.  By  comparing  different MV4s,  a 









and  amphipathicity.  Close  investigation  on  the  reaction  rate  (kon  and  koff)  between 
different peptides and lipid membrane could help us establish a more systematic way of 
designing antimicrobial peptides. 
In  this  study,  ITIR‐FCS was utilized  to  investigate  the aggregation of peptides on 
lipid membranes proposed as a significant process  in previous study (Yu et al. 2008; Yu 
et  al.  2009).  ITIR‐FCS was  proven  to  be well  suited  for membrane  dynamic  studies. 
However the results are not conclusive due to the strong affinity of peptide to negatively 
charged  lipid  which  resulted  in  the  inhomogeneous  distribution  of  peptide  on  lipid 












To  further extend the usage of  ITIR‐FCS,  it can be combined with AFM. Firstly,  in 
addition  to  fluorescence  images,  the  fast dynamics of molecules on membrane can be 
observed in high‐throughput screening using ITIR‐FCS. At the same time, high resolution 
AFM  images  of  the  membrane  morphology  at  the  same  location  can  be  obtained. 
Correlations between dynamics and morphology can provide information to resolve the 
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